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La viande est un aliment précieux et une source importante de protéines de haute valeur 
biologique, d'acides aminés essentiels, de vitamines et de fer (Domingo & Nadal, 2016). 
Cependant, il est bien établi que sa transformation et sa conservation, par des méthodes 
chimiques et/ou physiques, ont le potentiel de générer des agents mutagènes et génotoxiques 
(Ruan et al., 2014). Il est devenu évident que ces composés ont un degré élevé de corrélation 
avec la cancérogénicité (Mccann et al., 1975). Plusieurs études épidémiologiques ont 
également montré qu'il existe une relation causale entre la consommation de viande, notamment 
sous forme transformée, et l'apparition de plusieurs types de cancers notamment le cancer de 
côlon et de rectum, de l’estomac, de l'œsophage et de la vessie (Cross et al., 2007; Deoula et 
al., 2019; Lippi et al., 2016). En effet, le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) 
a récemment classé la viande transformée comme cancérogène pour l'homme (Groupe 1) 
(International Agency for Research on Cancer [IARC], 2018). Malheureusement, les 
mécanismes spécifiques sous-jacents à ces effets sont encore inconnus, bien que différentes 


hypothèses mécanistes aient été proposées (Domingo & Nadal, 2016). 


Il y a eu de nombreuses études concernant les effets mutagènes des viandes cuites 
préparées par différentes méthodes tels que le grillage, la friture ou l’ébullition (Bjeldanes et 
al., 1983; Commoner et al., 1978; Nagao et al., 1977; Omoruyi et al., 2014; Pariza et al., 
1979). Cependant, très peu d'attention a été portée sur le potentiel mutagène et génotoxique des 
aliments transformés industriellement, en particulier les viandes transformées. Krone & 
Iwaoka (1984) ont signalé pour la première fois l'activité mutagène de certaines viandes en 
conserve comme le corned-beef, le bouillon de bœuf et le rôti de bœuf. Une autre étude menée 
en Finlande par Omoruyi & Pohjanvirta (2014) à également montré que certaines viandes 
transformées industriellement, telles que le bœuf fumé à froid, le poulet fumé et la dinde grillée, 
ont induit une activité mutagène vis-à-vis de la souche TA100 de Salmonella typhimurium (S. 
typhimurium). Par conséquent, les viandes transformées industriellement semblent être une 


source importante probable de mutagènes. 


En Algérie, la faible production et les prix élevés des viandes conduisent une grande 
majorité des consommateurs à s’orienter vers la consommation de produits carnés transformés 
industriellement, ce qui peut constituer un risque pour la santé humaine (Chikhi & Bencharif, 
2016). La forte consommation de ces produits, disponibles en différentes saveurs et à faible 
coût par rapport aux viandes crues, souligne l'importance d'étudier leur activité mutagène et 


génotoxique. Le danger lié à ces aliments peut apparaître lors de la formation de substances 


Il 


Introduction 


nouvelles au sein de la matrice alimentaire. En effet, au cours du processus de transformation 
technologique et/ou de préparations industrielles des denrées alimentaires, des réactions 
chimiques peuvent se produire et provoquer la formation de composés dont certains peuvent 
être indésirables. Ces substances sont qualifiées de composés néoformés ; elles peuvent se 
former par exemple au cours de traitements thermiques (cuisson et stérilisation) ou au cours de 
différentes étapes de conservation (Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, 
de l'environnement et du travail [ANSES], 2015). Parmi ces composés, les hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (HAPSs) et les amines hétérocycliques aromatiques (AHASs) qui sont 
produits respectivement à des températures de cuisson élevées et douces. Certains AHAs sont 
produits par la réaction de Maillard à des températures de cuisson normales (< 300°C) , d'autres 
AHAs et HAPs se forment à des températures beaucoup plus élevées (> 300 °C) à la suite de la 
pyrolyse (Sanz-Serrano et al., 2019). Il faut aussi tenir compte de la présence des additifs 
alimentaires tels que les colorants, les agents aromatisants et les conservateurs qui pourraient 


être également la cause potentielle de la génotoxicité (Nepalia et al., 2018). 


Même si des substances génotoxiques peuvent apparaître lors de la cuisson domestique, 
les consommateurs peuvent réduire leur formation en utilisant des méthodes de cuisson à basse 
température comme la cuisson à la vapeur, l'ébullition ou le chauffage aux micro-ondes. 
Cependant, cette opportunité n'est pas disponible pour les consommateurs de produits carnés 
transformés industriellement (Krone & Iawoka, 1987). Ainsi, si ces produits finaux présentent 


une activité génotoxique, ils peuvent provoquer des effets délétères pour les consommateurs. 


Afin de protéger les consommateurs, la surveillance du potentiel génotoxique de ces 
produits est aujourd'hui une priorité. Dans ce contexte, la présente étude visait à évaluer les 
effets mutagènes et génotoxiques potentiels d'extraits polaires et non polaires de certains 
produits carnés transformés industriellement actuellement disponibles sur le marché algérien 
en utilisant le test d'Ames sur quatre souches de S. ryphimurium (en présence et en absence 
d’activation métabolique), le test du micronoyau in vitro sur les cellules lymphoblastoïdes 
humaines TK6 (en présence et en absence d’activation métabolique) et test des comètes sur les 


cellules intestinales humaines (Caco-2) (seulement en absence d’activation métabolique). 
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IL Alimentation et cancer 


Aujourd’hui, le cancer représente l’une des principales causes de mortalité dans le 
monde (Bellamri, 2016). Selon GLOBOCAN 2020, base de données en ligne font partie du 
CIRC fournissent des statistiques mondiales sur le cancer, le nombre de nouveaux cas de 
cancers en 2020 au niveau mondial est estimé à 19.3 millions comparé à 18.1 millions en 2018 
et à 14.1 millions en 2012. Le nombre de décès liés au cancer survenus en 2020 au niveau 
mondial est estimé à 10 millions comparé à 9.6 millions en 2018 et à 8.2 millions en 2012 (Bray 


et al., 2018; Sung et al., 2021; Torre et al., 2015). 


Il est bien établi que le cancer peut avoir deux origines : une origine génétique et une 


origine environnementale (Anand et al., 2008). 


L'origine génétique est bien illustrée par le caractère héréditaire de certains cancers ainsi 
que leur agrégation chez certaines familles (Bellamri, 2016). En effet, certains sujets sont 
porteurs à la naissance d’une ou de plusieurs anomalies génétiques, c’est-à-dire de gènes mutés, 
appelés gènes de prédisposition au cancer. Leur présence chez un individu connote une 
augmentation du risque de développer un cancer par rapport au risque moyen observé dans la 


population générale (ANSES, 2011; Heu Biabi Bodiangdjel, 2018). 


Le premier rapport sur l’implication de l’environnement dans le développement du 
cancer remonte à 1761, lorsque Jonah Hill a découvert l'association entre le tabac et le cancer 
des fosses nasales (Hill, 1761), suivi par Percival Pott qui a observé le développement de cancer 
du scrotum chez les ramoneurs (Pott, 1775). Des siècles plus tard, les études épidémiologiques 


continuent de prouver cette relation. 


Aujourd’hui, l’origine environnementale est prépondérante avec plus de 90% des 
cancers attribués aux facteurs environnementaux contre 5 à 10% pour les cancers d’origine 
génétique (Anand et al, 2008; ANSES, 2011). Parmi les facteurs environnementaux, 
l’alimentation est associée à hauteur de 30- 35% des cancers comme illustré dans la figure 1 


(Anand et al., 2008). 


Le rôle de l’alimentation dans le développement de certains cancers a fait l’objet de 
nombreuses études. Ces études ont été récemment synthétisées dans un rapport de l’Institut 
National du Cancer. Ce rapport montre qu’il existe des liens convaincants entre huit facteurs et 
le développement de certains cancers. Aïnsi, la consommation d’alcool, l’excès de sel, les 
compléments alimentaires, l’obésité et la consommation de viande rouge et de charcuterie 
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(produits carnés transformés), sont identifiés comme facteurs aggravants (Institut National du 
Cancer [INCI, 2015). 


Mélanome 


2. : Alimentation 
Prostate Testicule Alcool 


8.6 4-64 


Obésité 
10-20% 


Environnement 


Myélome multiple 
4.3 


Figure 1 : Origine génétique et environnementale des cancers (Anand et al., 2008). 


Sous l’impulsion du CIRC, un groupe de 22 experts venant de dix pays différents s’est 
réuni en octobre 2015 pour examiner le lien entre la consommation de viande rouge et de 
charcuterie et le cancer colorectal. La monographie qui s'appuie sur 800 études du monde entier 
confirme la corrélation jusque-là pressentie entre la consommation de viande transformée 
(supérieure à 50g par jour) et de viande rouge (500g par semaine) et le cancer colorectal. Cette 
expertise collective a entraîné une nouvelle classification de ces aliments. Aïnsi la viande rouge 
est désormais classée comme un cancérogène probable pour l’ Homme et la viande transformée 


en cancérogène sûre pour l'Homme (Bouvard et al., 2015). 
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IL Viandes transformées 


Les viandes transformées (ou produits carnés transformés) font référence aux viandes 
qui ont subi un processus visant à rehausser la saveur ou à augmenter la durée de conservation 
et ont été mélangés à des ingrédients tels que le sel ou le sel de saumure (Battaglia Richi et al., 
2015). Il existe une grande variété de produits carnés transformés et il n'est pas facile de les 
trier par catégories, mais les méthodes impliquées dans la fabrication de ces aliments sont la 
salaison (ajout de sel et d'autres additifs), le séchage, le fumage et la cuisson (Santarelli et al., 


2008). 


À titre d’exemples de viandes transformées, on trouvera le corned-beef, le salami, le 
Jambon, les saucisses, les pâtés, les viandes en conserve, les préparations et les sauces à base 
de viande. La plupart des viandes transformées contiennent du bœuf, mais elles peuvent 


également contenir de la volaille ou des abats (ARC, 2018). 


Les produits carnés transformés représentent une part importante de notre apport 
énergétique quotidien. Ces produits se déclinent sous de nombreuses présentations et 
contiennent des nutriments d’une valeur indiscutable et difficilement remplaçables (Hallé, 
2002). Cependant, les processus de transformation technologique induisent des réactions 
chimiques pouvant provoquer la formation de composés dont certains peuvent être toxiques. 
Ces substances sont qualifiées de composés néoformés ; elles peuvent se former au cours de 
traitements thermiques ou au cours de différentes étapes de conservation (ANSES, 2015). Ces 
néoformations qui dépendent entre autres de la composition de la matière première et des 
conditions de procédé de transformation peuvent impacter la qualité sanitaire des aliments. Bien 
que les composés néoformés soient généralement retrouvés à l’état de trace dans les aliments, 
leur consommation régulière tout au long de la vie pourrait contribuer à terme au 
développement de certaines pathologies (diabète, troubles neurologiques, cancers...) 


(Meurillon & Engel, 2019). 
IT. Sources de composés chimiques toxiques dans les viandes transformées 


Les produits chimiques toxiques signalés dans les viandes transformées sont présents 
et/ou formés de différentes manières (Figure 2). Ces sources peuvent être divisées en ajouts 


délibérés et contaminations non intentionnelles (Omoruyi, 2015). 
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Substances toxiques 
générés au cours de la 
transformation 


Substances 
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partir des matériaux en 
contact avec les aliments 


Figure 2 : Sources d'exposition humaine aux mutagènes (Omoruyi, 2015). 
IIL.1 Substances volontairement ajoutées aux aliments (additifs alimentaires) 


Les additifs alimentaires sont des substances ajoutées intentionnellement aux denrées 
alimentaires pour améliorer ou modifier le goût, la couleur et la texture, ou pour prolonger la 
durée de conservation (Kihçle & Onen, 2018). Citons, parmi les additifs alimentaires : les 
colorants, qui font paraître les aliments plus attrayants ; les antioxydants : (comme la vitamine 
C) inhibent les altérations provoquées par l’oxydation ; les anti-moussants : réduisent ou 
empêchent la formation de mousse ; les émulsifiants : permettent le mélange homogène de deux 
phases non miscibles comme l'eau et l'huile ; les épaississants : augmentent la viscosité ; les 


conservateurs : inhibent la croissance des microorganismes (Dosay-Akbulut, 2020). 


Au fil des ans, la sécurité de ces additifs alimentaires a été remise en question, soit en 
raison de leurs propriétés toxiques ou de leur capacité à interagir avec des macromolécules 
biologiques riches en électrons, entraînant des effets néfastes sur la santé, notamment la 


génotoxicité et la cancérogénicité (Di Sotto et al., 2014). 


Des controverses existent sur la sécurité toxicologique et sur l'utilisation des additifs 
alimentaires dans différents pays. Certains pays homologuent un additif alors que d’autres en 
interdisent l’utilisation (Panisset et al., 2003). Par exemple, les additifs alimentaires tels que 
l’amarante et le charbon végétal ont été interdits aux États-Unis, tandis que ces substances sont 
toujours utilisées dans l’Union européenne, en Australie et en Nouvelle-Zélande (European 
Food Safety Authority [EFSA], 2010, 2012). De même, les colorants azoïques interdits au 
sein de l’Union européenne pour leurs effets hyperactifs, sont encore largement utilisés aux 


Etats-Unis. Une controverse similaire existe également sur la toxicité des additifs alimentaires. 
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La génotoxicité de certains additifs alimentaires, tels que l’amarante, coccine nouvelle, 
érythrosine et tartrazine , a été rapportée à faibles doses (Sasaki et al., 2002; Shimada et al. 
2010; Tsuda et al., 2001). Alors que d’autres études plus récentes montrent que ces additifs ne 


sont pas une source d'inquiétude (Di Sotto et al., 2014; EFSA, 2010, 2012; Poul et al., 2009). 


IIL2 Substances toxiques générés au cours de la transformation 


Toutes les viandes qui figurent sur la table du consommateur ont subi une quelconque 
transformation. La cuisson est assurément la méthode la plus élémentaire pour transformer la 
texture et la saveur des viandes. Pour conserver les denrées périssables, la ménagère a eu recours 
depuis l’antiquité au salage, au fumage et à la fabrication des conserves. Le panier de la 
ménagère moderne est composé en grande partie de produits transformés industriellement qui 
doivent leur qualité constante à l’utilisation des additifs alimentaires (Hallé, 2002; Panisset et 


al., 2003). 


Si la transformation des viandes présente de nombreux avantages, elle peut aussi 
entraîner la formation des composés nocifs : les AHAs, les HAPs et les Nitrosamines (NAS) 


(Panisset et al., 2003). 
III.2.1 Amines hétérocycliques aromatiques 


Les AHAs sont une famille de composés qui se forment au cours des processus de 
cuisson plus ou moins poussée des viandes (poulet, bœuf, dinde, agneau...) et des poissons 


(Knize et al., 1997; Nagao et al., 1977; Sanz Alaejos et al., 2008). 


Plus de 25 AHASs ont été isolées et identifiées comme potentiellement mutagènes non 
seulement pour les bactéries, mais aussi pour certains systèmes cellulaires de mammifères et 
peuvent produire des aberrations chromosomiques et des échanges de chromatides sœurs dans 
les cellules en culture (Sanz Alaejos et al., 2008). Plusieurs d’entre elles se sont révélées 
également cancérogènes pour les rongeurs (souris et rats) et les primates dans des études de 
longue durée (Adamson et al., 1990, 1994; Ohgaki et al., 1991; Wakabayashi et al., 1992) 
et génotoxique sur les hépatocytes de rats, de souris et de hamsters en utilisant le test de 
réparation de l’ADN (test de la synthèse non programmé d’ADN) (Yoshimi et al., 1988). Le 
CIRC a classé MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 et Glu-P-1 dont les noms 
complets sont explicités dans le tableau 1 comme cancérigènes possible (groupe 2B) et IQ 


comme probablement cancérigène (groupe 2A) pour l’homme. Ces résultats sont basés sur la 
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preuve suffisante de la carcinogénicité de ces composés et sur les données de génotoxicité 


obtenues lors des études à long terme (ARC, 1993). 


Les AHASs contiennent de 2 à 5 cycles aromatiques (généralement 3), avec 1 atome 
d’azote ou plus dans ce noyau, et habituellement un groupement aminé non cyclique (Sanz 
Alaejos & Afonso, 2011). Comme de nombreux produits chimiques, elles ne sont cancérogènes 
qu'après biotransformation, notamment au niveau du foie, organe qui possède le système 


enzymatique le plus performant (Cross & Sinha, 2004; Langouët, 2018). 


Les AHAs sont regroupées en deux classes : les AHAs polaires et les AHASs non-polaires 
(Tableau 1 et Figure 3). Les polaires regroupent les quinolines, les quinoxalines et les pyridines. 
Les non-polaires constituent les pyridoindoles, les pyridoimidazols, les harmans et les 
norharmans (Bellamri, 2016). Les premières sont formées à des températures classiques de 
cuisson, allant de 150 à 250 © C via la réaction de Maillard (Figure 4). En effet, les groupements 
amines des acides aminés interagissent avec les groupements carbonyles des hexoses, 
conduisant à la formation de plusieurs intermédiaires tels que les pyridines et pyrazines 
hétérocycliques. Ces dernières vont interagir avec un acétaldéhyde et la créatinine, produit de 
dégradation naturelle de la créatine contenue dans le muscle, pour former des AHASs à noyau 
quinoline ou quinoxaline. Quand cette même réaction a lieu avec la phénylalanine, cela conduit 
à la formation de 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) (Bellamri, 2016; 
Lecerf, 2012; Sanz Alaejos & Afonso, 2011; Skog et al., 1998). Les secondes apparaissent 
au-delà de 250° C par un mécanisme encore mal connu se déroulant lors de la pyrolyse des 


acides aminés ou des protéines (Figure 4) (Bellamri, 2016; Lecerf, 2012). 


La formation des AHAs est influencée par plusieurs paramètres tels que la température, 
la durée de cuisson, le mode de cuisson et la concentration en précurseurs (acides aminés, 


créatinine et les oses) (Cross & Sinha, 2004; Skog et al., 1998; Turesky et al., 2007a). 


> La température : La température de cuisson agit non seulement sur le type d’AHAs 
formées (polaires et apolaires) comme décrit ci-dessus mais aussi sur la concentration d’AHAs. 
Par exemple, lors de la cuisson du bœuf à 190°C, certaines AHAs comme AaC et MeAaC sont 
très faiblement formées avec une concentration inférieure à 0,03 ng/g de viande. À ces mêmes 
températures, les AHAs polaires telles que 7-MelgQx, MelQx et PhIP sont en revanche très 
abondantes, leurs concentrations pouvant atteindre 10 ng/g de viande (Figure 5) (Bellamri, 


2016; Turesky et al., 2007b). 


Chapitre I : 


Viandes transformées et sources de génotoxicité 


Tableau 1 : Nomenclature et classification des principales AHAs. 


Famille 


Classe 


Nom 


Polaire 


Non- 
polaire 


Quinoline 


IQ (2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f|quinoline) 
MelQ (2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f|quinoline) 


Quinoxaline 


IQx (2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f|quinoxaline) 

MelQx (2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f|quinoxaline) 
4,8-DiMelQx (2-Amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-f|quinoxaline) 
7,8-DiMelQx (2-Amino-3,7,8-trimethylimidazo[4,5-flquinoxaline) 
4,7,8-TriMelQx (2-Amino-3,4,7,8-tetramethylimidazo[4,5- 


flquinoxaline) 
4-CHOH-8-MelQx (2-Amino-4-hydroxymethyl1-3,8 
dimethylimidazo{4,5 f|quinoxaline) 


7,9-DiMelgQx(2-Amino-1,7,9-trimethylimidazo[4,5g]quinoxaline) 


Pyridines 


Pyridoimidazole 


PhIP (2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] pyridine) 
DMIP (2-Amin-1,6-dimethylimidazo[4,5-b] pyridine) 

TMIP (2-Amin-1,6-trimethylimidazo[4,5-b] pyridine) 

IFP (2-Amino-1,6-dimethylfuro[3,2-e] imidazo-[4,5-b] pyridine) 


Glu-P-1 (2-Amino-6-methyl-dipirydo-[1,2-a:3°,2°-dJimidazole) 
Glu-P-2 (2-Amino-dipirydo-[1,2-a :3°,2°-dJimidazole) 


Pyridoindole 


Trp-P-1(3-Amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b] indole) 
Trp-P-2 (3-Amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b] indole) 
AaC (2-Amino-9H-pyrido[2,3-b] indole) 

MeAaC (2-Amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b] indole) 


B-carboline 


Norharman (B-carboline) 


Harman (9-Methy1-b f-carboline) 
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Structure des AHA non-polaires 


R = H (AaC) R = CH, (Glu-P-1) R= CH, (Tr-P-1} 


R=Hs=Norharman 
R = CH, (MeAaC) R=H (Glu-P-2) R=H (Trp-P-2) 


R=CH, = Harman 


NH; NH; 
N — N 
_N CH, AN -CH, 


R3._N 


N R; Ri 
R, = H (IQ) R,.R1R3 ® H (1Qx) R,R,=H;R;,® CH, (7-MelgQx) 
R, = CH, (MelQ) RR2= H; R,= CH, (MelQx) R,=H; RLR, = CH, (7,9-DiMelgQx) 
L 3 
R,R;,= CH: R, = H (4,8-DiMelQx) 
R,=H;R,R;, = CH, (7,8-DiMelQx) 
CH, 


Ni CH, 


R,=H;R, = CH, (1,6-DMIP) 
RP CH, (1,5,6-TMIP 


Figure 3 : Structures des AHAs polaires et non polaires (Bellamri, 2016; Sanz Alaejos & 
Afonso, 2011). 
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CH 


Réaction de Acétaldehyde quinoxaline 
Maillard 2,5-dimethyl-pyrazine 
150 -250°C ja 
CPR 
Phénylalanine ' 


HS 
Ch 
Créatinine Eee ee M se re: es 


LE. 2- Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] 
Non-polaire j Svrilins 


- Réaction de 
Amino pyrolyse 
Acide + AHAs non polaires 


(>250°c) 


Figure 4 : Formation des AHASs polaires et non-polaires (Bellamri, 2016). 
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Chapitre 1 : 


> La durée de cuisson : L’étude de la cinétique de formation des AHAs en fonction du 
temps démontre qu’elles sont très rapidement formées, dès les premières minutes et qu’elles 
augmentent en fonction du temps de cuisson (Figure 6) (Bellamri, 2016). 

> Le mode de cuisson : Les méthodes de cuisson tels que la friture, le rôtissage, le 
barbecue et la grillade génèrent des quantités importantes d'AHAs en raison des températures 
élevées atteintes (Oz & Yuzer, 2016). Cependant, ils sont générés lentement lors de la cuisson 


par le braisage et la cuisson bouillie (Lecerf, 2012). 


Temp °C/ 10 min per side 
+ 165 °C 
= 190 °C 
=— 300 °C 


100 
En ADS RSR RS Se 10 ng/g 
S 
[=2] 

CR se (CN En 1 ng/g 
n 
< 
É 
0.1 
SR * W } ; HI... 1...) … LOQ 
0.01 0.03 ng/g 
S Sor or.ot ot or L © © 
S ? lez (es S 
be“ SE © Fe 27 6 
S Se SU S S 
A SD 
LE A? 


Figure 5 : Formation des AHAs dans le bœuf en fonction de la température (Turesky et al., 


2007b). 
12501 A —— 8-MelQx 
100 
—+— 7-MelgQx 
75 ga 
SG 50 
D 
£& 30 
. 22 —- PhIiP 
T 15 —+#- 4,8-DiMelQx 
- —+— |Qx 
S —#— 7,9-DiMelgQx 
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 


cooking time (min) 
at 165 °C per side 


Figure 6 : Formation des AHAs à 165 °C dans du bœuf grillé en fonction du temps de 
cuisson (Turesky et al., 2007b). 
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> La concentration en précurseurs : Il est démontré que l’abondance des AHAs formées 
était positivement corrélée à la concentration en précurseurs. Et comme ces derniers sont plus 
ou moins abondants selon le muscle et selon l’animal d’où provient la viande, la quantité 


d’AHASs formée sera donc différente selon le type de viande (Gibis & Weiss, 2015). 
IIL.2.2 Hydrocarbures aromatiques polycycliques 


Les HAPSs sont des molécules organiques hautement hydrophobes constitués d'atomes 
de carbone et d'hydrogène dont la structure comprend deux ou plusieurs cycles benzéniques 
fusionnés et 1ls sont générés lors de la combustion incomplète de la matière organique (Joint 
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives[JEFCA], 2005; Singh et al., 2016). Les 
HAPSs ayant moins de 4 cycles benzéniques sont généralement pas ou peu cancérigènes, ce qui 


n'est pas le cas lorsqu'on est en présence de molécules présentant 4 à 6 cycles (Vignet, 2015). 


Cette famille chimique compte plus d’une centaine de composés dont 15 présentés dans 
la figure 7 sont identifiés par le comité scientifique de l'alimentation comme génotoxiques et 
cancérigènes (Europeen commission [EC], 2005). En effet, dans les cellules de mammifères, 
les HAPSs subissent une activation métabolique en époxydes diols qui se lient de manière 
covalente aux macromolécules cellulaires, y compris l'ADN, provoquant ainsi des erreurs dans 
la réplication de l'ADN et des mutations qui initient le processus cancérigène (Reinik et al., 


2007; Singh et al., 2016). 


Les HAPSs se forment pendant le traitement par le séchage et le fumage ou la cuisson 
(grillage, rôtissage, friture, barbecue, etc.) des viandes et des poissons (Alomirah et al., 2011; 
Djinovic et al., 2008; Farhadian et al., 2010; Simko, 2002; Wretling et al., 2010). Des 
concentrations élevées sont signalées dans les aliments grillés et cuits au barbecue (JEFCA, 


2005). 


Plusieurs chercheurs ont étudié la présence des HAPS dans les aliments. Lijinsky & 
Shubik (1964) ont été les premiers qui ont signalé la présence de benzo(a)pyrène et d'autres 
HAPSs dans le bœuf grillé au charbon de bois. Lawrence & Weber (1984) ont isolé et identifié 
183 HAPSs à partir des produits commerciaux de poissons, de crustacés et de viandes par 
chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC, high performance liquid 
chromatography) avec une confirmation par chromatographie en phase gaseuse couplée à la 
spectrométrie de masse (GC-MS, Gas chromatography-mass spectrometry) et 1ls ont trouvé 


que 11 des 18 HAPs étaient des cancérogènes. Yabiku et al. (1993) ont étudié les niveaux de 
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benzo(a)pyrène et d'autres HAPSs dans l'arôme de fumée liquide et les aliments fumés et ils ont 
trouvé que les concentrations de benzo(a)pyrène variaient de 0,1 à 336,6 ug/kg dans l'arôme de 
fumée liquide et de 0,1 à 5,9 ug/kg dans les aliments fumés. Larsson et al. (1983) ont étudié 
les niveaux de 22 HAPSs dans la viande grillée et les produits carnés et leurs résultats ont révélé 
que les niveaux d'HAPSs dépendent fortement de la méthode de cuisson et du type de source de 
chaleur utilisée. Ils ont trouvé que le grillage de saucisses de Francfort dans les flammes d'un 
feu de bois a entraîné des niveaux de HAPSs extrêmement élevés jusqu'à 212 ug/kg 
benzo(a)pyrène. Kazerouni et al. (2001) ont obtenu des résultats similaires lorsqu'ils ont 
analysé des échantillons de viande cuite par différentes techniques. Les niveaux les plus élevés 


de B(a)P ont été trouvés dans les steaks et le poulet grillés et cuits au barbecue. 


Benz{al]anthracène Benzo[b]fluoranthène  Benzo[j]fluoranthène 


Benzo|g,h,i]perylène Benzo[a]pyrène 


see: 


Chrysène Cyclopenta[c,d]pyrène  Dibenzo[a,h]anthracène 


ER LP SE 


Dibenzo{a,e]pyrène Dibenzo{a,h]pyrène Dibenzo{a,i|pyrène 


EF RES 


Dibenzo[a,{]pyrène Indeno!1,2,3-c,d]pyrène 5-methylchrysène 


Figure 7 : Structures chimiques des 15 principaux HAPSs reconnus cancérigènes (Crespo, 


2009; Omoruyi, 2015). 
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III.2.3 Nitrosamines 


Des nitrites (généralement nitrite de sodium) sont ajoutés en tant qu’additif alimentaire 
dans les charcuteries pour leur rôle dans le développement du goût, dans la formation de la 
couleur et surtout dans la sécurité sanitaire (Lijinsky, 1999). D’un point de vue 
microbiologique, ces composés inhibent la croissance et la germination des spores de 
Clostridium botulinum, bactérie responsable du botulisme (Herrmann et al., 2015). L’ajout de 
ces composés dans le procédé de fabrication des viandes transformées est donc indispensable. 
Cependant, la présence de nitrites peut favoriser la réaction de nitrosation, réaction biochimique 


à l’origine de la formation des NAs (Sarniguet, 2016). 


Les NAS présentent la particularité de pouvoir être générés (1) de manière exogène dans 
l’aliment lui-même, via l’action des nitrites sur les amines secondaires pendant la préparation 
et/ou pendant la conservation des produits, ou (11) de manière endogène lors de la phase 
gastrique de la digestion (Kim et al., 2013). Dans les produits carnés, la concentration des NAs 
dépend de l’abondance des précurseurs (nitrites, amines secondaires), des paramètres 
physicochimiques (températures élevées et bas pH) et/ou de la présence d’inhibiteurs et de 
catalyseurs (comme le fer ou le cuivre) de nitrosation (Meurillon & Engel, 2019; Yurchenko 


& Mülder, 2007). 


Les NAs sont divisées en deux groupes : les NAs volatiles (NAVSs), qui comportent par 
exemple la N-nitrosodiméthylamine (NDMA), la N-nitrosodibutylamine (NDBA), la N- 
nitrosopyrrolidine (NPYR), la N-nitrosopipéridine (NPIP) et la N-nitrosodiéthylamine 
(NDEA), et les NAS non volatiles (NANVS), qui contiennent par exemple N- 
nitrosohydroxyproline (NHPRO), N-nitrosoproline (NPRO), N-nitrososarcosine (NSAR), 
acide N-nitroso-thiazolidine-4-carboxylique (NTCA), acide N-nitroso-2-méthyl-thiazolidine- 
4-carboxylique (NMTCA) (Crews, 2014 ; Herrmann, 2014). Les structures de certaines 
importantes NAVSs et NANVS sont présentées dans la figure 8. La majorité des NAVSs sont 
connus pour être cancérigènes, la NDMA et la NPYR étant les plus étudiées et sont souvent 
désignées comme les cancérogènes les plus puissants (Herrmann et al., 2015). Tandis que, la 
plupart des NANVS sont supposés être non-cancérigènes ou cancérigènes moins puissants. 
Mais leur présence dans les produits carnés transformés peut toujours être importante lors de 
l'évaluation des risques pour la santé humaine associés à l'utilisation de nitrite. Cela peut être le 
cas si des NANVS faiblement cancérigènes sont fréquemment présents et en grande quantité 
et/ou si des NANVS non-cancérogènes peuvent être des précurseurs des nitrosamines 
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cancérigènes. Il est suggéré que la décarboxylation de NANVS comme par exemple la NSAR 
et la NPRO peuvent être à l'origine de l'augmentation induite par la chaleur des niveaux de 


NAVS, i.e. NDMA et NPYR, respectivement (Herrmann et al., 2015). 


Nitrosamines volatiles 


Nitrosamines non-volatiles 


S 
. 
N COOH 
NO 18 


NSAR NTCA 


Figure 8 : Structures de certaines NAVSs et NANVSs couramment trouvés dans les produits 


carnés (Crews, 2014). 
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I Génotoxicité et toxicologie génétique 
L.1 Définition 


La génotoxicité, appelée également toxicité génétique, représente la capacité de certains 
agents physiques ou chimiques (dits génotoxiques) à provoquer des dommages à l'ADN qui 
peuvent conduire à des mutations génétiques si ces lésions ne sont pas réparées (Dégremont & 
Cachot, 2009). Le terme de génotoxicité a été utilisé pour la première fois par Hermann 
Druckrey à une conférence internationale sur les cancérigènes environnementaux : « Pour 
décrire la résultante d'une interaction chimique avec le matériel génétique, le terme de 
génotoxicité est proposé comme l'expression générale des effets toxiques, létaux et héréditaires 


du matériel génétique dans les cellules germinales ou somatiques » (Schins, 2002). 


La définition du terme "agent génotoxique" selon Druckrey (qui a inventé le terme 


"génotoxique") est la suivante : 


« Tout agent, en vertu de ses propriétés physiques ou chimiques, qui induit ou produit des 
changements héréditaires dans les parties de l'appareil génétique exerçant un contrôle 
homéostasique au niveau des cellules somatiques et qui détermine donc leur transformation en 


cellules malignes >» (Druckrey, 1973). 


Il existe deux types d’agents génotoxiques : les génotoxiques directs qui sont capables 
de modifier directement la structure de l’ ADN générant par exemple des cassures de brins, des 
adduits ou des lésions des bases, et ceux que l’on appelle les génotoxiques indirects qui 
induisent des effets toxiques en agissant, non pas avec l’ADN, mais avec la machinerie 
cellulaire qui maintient l’intégrité du génome tels que les protéines de fuseau mitotique, les 
enzymes impliquées dans la réparation ou la réplication de l’ ADN, les protéines impliquées 


dans le contrôle du cycle cellulaire, etc (Botta, 2006; Mateuca et al., 2006). 


Il est à noter que la génotoxicité est souvent confondue avec la mutagénicité. Tous les 
agents mutagènes sont des génotoxiques mais pas tous les génotoxiques sont des mutagènes 


(Saks et al., 2017). 
I.2 Toxicologie génétique 


La toxicologie génétique (ou génotoxicologie) est une discipline scientifique qui met en 


évidence tout risque toxique au niveau du matériel génétique. Plus précisément, c’est une 
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science qui évalue les interactions toxiques de l’environnement avec l’ ADN dans le but de 


prévenir et de traiter les manifestations toxiques (lamarcovai, 2008; Pham, 2011). 


Au cours de l’évolution de cette discipline, les génotoxicologues ont développé plus de 
200 tests in vitro et in vivo détectant des agents qui altèrent l’ ADN mais seuls quelques-uns ont 


été validés. (Nesslany, 2007). 


Le domaine de la toxicologie génétique s’est révélé être essentiel puisque la 
détermination des agents génotoxiques est devenue nécessaire dans le cadre de la prévention 
des risques cancérogènes et de la toxicité vis-à-vis de la reproduction (Orsière et al., 2005). 
Lors des étapes précoces des essais, une relation apparente entre la cancérogenèse et la 
génotoxicité fut établie via le développement empirique d’une base de données indiquant que 


les cancérogènes étaient mutagènes dans le test d’ Ames (McCann et al., 1975). 
IL  Dommages de la molécule d'ADN 


Il est bien établi que l’ADN représente le support universel de l’hérédité contenant 
l’information génétique de la plupart des êtres vivants. Cette macromolécule doit donc être 
extraordinairement stable afin de maintenir le haut degré de fidélité lors de la transmission des 
caractères héréditaires. Cependant, la structure primaire de l’ ADN est une structure dynamique 
sujette à de constants changements (par exemple, la transposition de gènes, l’altération de bases 
ou de nucléotides). Ces modifications surviennent soit spontanément, soit comme conséquence 
d’une exposition à des agents génotoxiques (Kirsch-Volders et al., 2013; Michel, 2012; 
Orsière et al., 2005). 


En raison de la variété de structures et de modes d’action des agents génotoxiques 
présents dans l’environnement, Il existe une très grande diversité dans les lésions de l'ADN 
(Figure 9). Il est en effet classique de distinguer les lésions primaires à l’ADN qui 
correspondent aux adduits de l'ADN, aux pontages et aux cassures de brins, les mutations 
géniques telles que les additions, les délétions ou substitutions de bases induites par les 
composés mutagènes et les mutations chromosomiques : qualitatives (modifications des 
chromosomes dans leur structure par des cassures double brin) et quantitatives (erreurs de 
répartition de chromosomes lors de la division cellulaire ; ces erreurs résultent de l’altérations 
des kinétochores, des centrosomes, de la tubuline ou de la lamina) (Dégremont & Cachot, 


2009; Orsière et al., 2005). 
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| Génotoxicité/Mutagenése | 


| Génotoxiques ) [ Mutagénes | | Clastogénes | | Aneugénes | 
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a Mutaions géniques Chromosomiques Chromosomiques 
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Adduits à l'ADN Additions de bases Cassures double Altérations 
É brin protéiques 
Pontages ADN- Délétion de bases ———— 
Protéines ( Réarrangements Kinétochores 
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Cassures simple-brin 
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Figure 9 : Diversité des altérations de l’ ADN en termes de lésions et de mutations (Orsière et 


al., 2005). 
IL1  Lésions primaires à l'ADN 


Les lésions primaires à l'ADN représentent le premier stade consécutif à l'action d'un 
agent génotoxique. Ces dommages ont pour origine des changements de bases spontanées 
endogènes (dépurination, désamination, erreurs lors du processus de réplication de l'ADN), ou 
sont induits par des agents chimiques ou physiques présents dans notre environnement (Orsière 
et al., 2005). Les altérations initiales possibles de l'ADN provoquées par les facteurs exogènes 


sont multiples et diverses (Figure 10) : 


De nombreux composés électrophiles peuvent en effet exercer leur action en se liant par 
covalence à l'ADN et forment ainsi des composés d’addition, appelés également adduits. Les 
modifications des bases par l’action des agents alkylants peuvent entraîner leur élimination et 
la formation de sites apuriques ou apyrimidiques (sites abasiques, connus également sous le 


nom des sites AP). 


D’autres agents sont à l’origine des cassures simple brin (CSBs) et doubles brins (CDBs) 
de l’ADN. Certains composés conduisent à l’établissement de liaisons covalentes aboutissant à 


des alkylations de bases, à des pontages ADN-ADN intra- ou inter-brin et à des pontages ADN- 
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protéine. Enfin, à côté de ces réactions covalentes, des complexes d’intercalation peuvent être 


formés par certains composés (Orsière et al., 2005). 


+ Site apurinique 
Alkylation —+ 
+ Intercalation 


+ Radical libre 
Site apyrimidiques —+ 
+ Cassure d’un seul brin 


+ Modification des bases 


< Cassure des deux brins 


Pontage ADN-protéine  » . . 
< Pontage inter-brins 


Cesfe- << Pontage intra-brin 


Æ 


ee 


Figure 10 : Représentation schématique des lésions primaires induites par les agents 


génotoxiques (Preston & Hoffmann, 2001). 
IL.1.1 Altérations spontanées de l'ADN 


Au cours de la vie cellulaire, la molécule d'ADN peut subir des processus de 
dégradation spontanée. En effet, la double hélice peut être altérée en raison de l’instabilité en 
conditions physiologiques de certaines liaisons, de la génération d'espèces réactives de 
l’oxygène (ERO) au niveau des mitochondries et du réticulum endoplasmique, mais aussi en 
raison des erreurs générées par les polymérases lors de la réplication (Lemière, 2004; Preston 


& Hoffmann, 2001). 


Des réactions d’hydrolyse in situ comme la désamination, la dépurination et la 
dépyrimidination (beaucoup plus rare) peuvent avoir lieu. L’hydrolyse des liaisons N- 


glycosidiques liant les bases aux désoxyriboses, par l’ ADN glycosylases, conduit à formation 
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des sites AP. Ces sites sont rapidement convertis en cassures monobrins au moyen des AP 
endonucléases, et peuvent être à l’origine de distorsions négligeables de la double hélice de 
l'ADN (Nesslany, 2007). De plus, les bases contenant des amines exocycliques (adénine, 
cytosine, guanine) peuvent se désaminer à température et pH physiologiques (l’exemple le plus 
connu est celui de la formation d’uracile après désamination de la cytosine), ce qui conduit à 


des mutations après réplication (Bellon, 2003). 


Il y a par ailleurs les lésions oxydatives de l’ADN qui sont générées lors de l’attaque 
des bases de l’ ADN par les ERO produites lors du métabolisme cellulaire normal en présence 
d’oxygène. Les principales ERO, responsables directement ou indirectement à la dégradation 
de l’ADN, sont l’anion superoxyde (O2”), le radical hydroxyle (OH°) et le péroxyde 
d'hydrogène (HO) (Bellon, 2003). Parmi les produits de l’oxydation des bases de l’ADN, les 
produits de la guanine (tels que la 8 oxo-7,8-dihydroguanine et la 2,6-diamino-4-hydroxy-5- 
formamidopyrimidine) qui sont les plus abondants dans la cellule du fait que la guanine est le 
plus réactive à l’oxydation par les ERO (Graillot, 2012). Certaines oxydations de base 
n’empêchent pas la réplication, mais elles peuvent cependant induire des erreurs lors de la 


réplication (Lebraud, 2019). 
IL.1.2  Altérations de l’ ADN induites par des facteurs exogènes 

Les altérations de l’ ADN provoqués par des facteurs exogènes sont très diverses : 
IL.1.2.1 Adduits à l'ADN 


Les adduits (pour addition et produits) à l'ADN résultent de l’établissement d’une 
liaison covalente entre un composé chimique électrophile (déficient d’un ou plusieurs électrons) 
et un site nucléophile (riche en électrons) de l’ ADN. Parmi les sites électrophiles, les atomes 
d’azote, d'oxygène, et de carbone des bases pyrimidiques et puriques. Il existe 18 sites 
potentiels impliqués dans la formation d’adduits (La & Swenberg, 1996). Certains agents, tels 
que les HAPSs et les AHAs sont capables de réaliser ce type de lésion (Dégremont & Cachot, 
2009). 


Les adduits à l’ADN entraînent une déformation de la structure spatiale de l'ADN à 
leurs voisinage, perturbant ainsi sa reconnaissance par l'ADN polymérase au cours du 
processus de réplication (Dégremont & Cachot, 2009). Ces adduits peuvent être éliminés par 
les processus de réparation de l’ ADN ou à la suite de la mort de la cellule ; cependant, lors 


d’une exposition à des doses chroniques de cancérogènes, les adduits sont présents dans les 
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üssus de façon continue (Lutz, 1990). La persistance de ce type de lésions induit la mutagenèse 


et le développement tumoral (Dégremont & Cachot, 2009). 
IL.1.2.2 Pontages ADN-ADN et ADN-protéine 


Sous l’effet des agents chimiques ou des rayonnements ionisants, des pontages ou 
liaisons peuvent se produire entre les deux brins d'ADN (pontage inter-brins) ou à l'intérieur 
d'un même brin (pontage intra-brin) ou entre l'ADN et des protéines environnantes (Amiard, 
2013; Kienzler, 2013). Ces pontages se forment lorsque deux radicaux sont générés à la fois 
sur l'ADN et au niveau des acides aminés constitutifs des protéines proches de l'ADN 
(Darolles, 2010). Comme pour les CDBs, ce type de lésion a pour conséquences le blocage 


strict de la réplication et la transcription (Barnes et al., 2018). 
IL.1.2.3 Intercalations 


Certains composés chimiques, tels que la proflavine, le bromure d’éthidium et 
l’acridine, peuvent s’intercaler dans la double hélice de l’ ADN ; dans l’espace compris entre 
deux paires de bases. L’intercalation induit un changement de la structure locale du brin de 
l'ADN, avec comme conséquence le blocage de la réplication ou un décalage du cadre de 
lecture du code génétique lors de la transcription par la délétion ou l’insertion de paires de bases 


(Kienzler, 2013; Nesslany, 2007). 
IL.1.2.4 Cassures simple- et double-brins 


Les CSBs et CDBs de l’ADN peuvent être directement induites par l’agent génotoxique 
(physique ou chimique). Elles peuvent également être consécutives au stress oxydatif induit par 
l’agent, à l’intercalation d’un xénobiotique, aux adduits, aux dimères de pyrimidines, à 
l'activation de certaines enzymes (telles que les topoisomérases, les nucléases et les hydrolases 
lysosomales), ou encore la conséquence de l’intervention des mécanismes de réparation de ces 
dommages (Berthelot-Ricou et al., 2013; Eastman & Barry, 1992; Lemière, 2004). 
Différentes origines des cassures sont représentées sur la figure 11 (Eastman & Barry, 1992). 


Ces cassures de l’ ADN peuvent avoir un effet délétère sur la cellule. 
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La partie en blanc illustre des facteurs et des agents, exogènes et endogènes à l'origine des lésions à l'ADN. 

La partie sur fond grisé décrit les processus cellulaires influencés par ces lésions et la formation des coupures à 
l'ADN. 

TOPO I et II : topoisomérases I et II. 


Figure 11 : Principales origines des cassures à l'ADN (Eastman & Barry, 1992; Lemière, 
2004). 


Les CSBs sont relativement vite réparées (en moins d’une heure), le plus souvent par 
l'action de l'ADN ligase, étant donné que le brin opposé de la double hélice maintient les deux 
extrémités du brin cassé proches. Elles auraient donc peu d’impact en matière de létalité des 
cellules (Amiard, 2013; Collins et al., 1997; Eastman & Barry, 1992). Alors que, les CDBs 
forment une catégorie de lésions parmi les plus délétères pour la cellule car elles peuvent 
conduire à une sévère perte de l’information génétique, à cause de la modification physique du 
chromosome qui en résulte. Ce type de lésion est considéré comme étant difficilement 
réparable. Une non-réparation ou une réparation fautive d'une CDB conduira à une aberration 
chromosomique ou à une mortalité cellulaire (Eastman & Barry, 1992; Khanna & Jackson, 


2001; Zennouche, 2005). 
IL.1.2.5 Sites abasiques 


Les sites AP peuvent être formés par les agents alkylants. En effet, ces derniers vont 


affaiblir la liaison N-glycosidique conduisant à la formation des sites AP (Zennouche, 2005). 
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La réparation de ce type de lésion peut conduire à l’insertion erronée de bases et favoriser ainsi 
les mutations (Preston & Hoffmann, 2001). Les sites AP sont très labiles et conduisent le plus 
souvent à des CSBs dont la persistance peut entraîner des lésions irréversibles conduisant à la 


mort cellulaire (Kienzler, 2013). 
IL.1.2.6 Lésions oxydatives 


De nombreux contaminants chimiques, tels que le benzo(a)pyrène et le cadmium, sont 
décrits comme étant génotoxiques via la production d’'ERO. La réaction de ces derniers avec 
l’ADN peut conduire à l’oxydation des bases. La présence des bases oxydées dans l’ ADN peut 
provoquer des erreurs de réparation et participe ainsi à la mutagénèse, à la cancérogénèse, et 


aux processus de vieillissement cellulaire (Kienzler, 2013). 
IL1.2.7 Alkylation des bases 


L’alkylation de bases est dû au transfert des groupements méthyl ou éthyl par des agents 
alkylants sur les centres nucléophiles des bases nucléiques (en position N3 de l’adénine, N7 de 
la guanine, O6 de la guanine, etc...) (Nesslany, 2007). Ce type de dommage peut entraîner des 
ruptures de liaisons hydrogène et des mésappariements pouvant former des pontages intra- ou 
inter-brins rendant impossible la réplication et la transcription de l’ ADN. L’arrêt de la mitose a 


pour issue la mort cellulaire (Wyatt & Pittman, 2006). 
ILZ2 Différentes catégories de mutation de l'ADN 


Les lésions primaires à l’ ADN décrites ci-dessus sont généralement prises en charge par 
des systèmes de réparation qui vont conduire à l’élimination du dommage et à la restitution 
fidèle de l’information génétique (réparation fidèle). L'efficacité de ces systèmes dépend du 
moment de l’induction de la lésion au cours du cycle cellulaire (non-réparation en fin de cycle) 
et de la fréquence des lésions par unité de temps (Kirsch-Volders et al., 2013). La figure 12 
résume les différents types de dommages de l'ADN, les différents mécanismes de réparation 


mis en Jeu ainsi que les conséquences pour la cellule (Hoeijmakers, 2001). 
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Figure 12 : Principaux dommages de |’ ADN, mécanismes de réparation mis en jeu et 


conséquences (Hoeïjmakers, 2001). 


Lorsque ces systèmes conservatifs sont déficients ou saturés ou que des lésions sont 
présentes dans certaines phases du cycle cellulaire (comme la phase S de réplication du 
génome), des systèmes dits fautifs interviennent dans un second temps. Ces systèmes 
permettent une réparation d’urgence qui autorise alors la reprise de la réplication de l'ADN 
malgré la présence de dommages, mais ne garantit pas le maintien de l’intégrité de cet ADN 
(Dégremont & Cachot, 2009; Nesslany, 2007). En cas d’échec ou de dysfonctionnement de 
ces systèmes, les modifications de l’ADN peuvent être à l’origine d’arrêts prolongés dans le 
cycle cellulaire, d’inhibition de la transcription et de la réplication de l’ ADN, de problèmes de 
ségrégation des chromosomes. Peuvent alors apparaître des altérations génétiques anormales 
telles que des mutations géniques irréversibles et héritables ou des aberrations chromosomiques 
(Barillet, 2007; Orsière et al., 2005). A leur tour, ces altérations pourraient être à l’origine de 
cancers (dans le cas d’atteinte des cellules somatiques) mais aussi de l’effet reprotoxique (dans 
le cas d’atteinte des cellules germinales) (Berthelot-Ricou et al., 2013). Ainsi, si les dommages 
sont trop importants, les cellules peuvent mourir par un processus apoptotique (Kirsch-Volders 


et al., 2013). 
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Globalement, les mutations peuvent être classées en deux catégories (Faucet-Marquis, 


2005; Nesslany, 2007; Vernet, 2015) : 


> Les micro-mutations : Ces mutations sont nommées mutations géniques. Ce sont des 
changements non visibles, qui surviennent au niveau des nucléotides. Ces changements peuvent 
s’agir soit : a) de changement qualitatif du génome (substitution de paires de bases), b) de 
changement quantitatif avec perte ou ajout d’un nucléotide provoquant un décalage du cadre de 
lecture. 

> Les macro-mutations : Ces mutations peuvent entraîner des modifications de la 
structure, correspondant à des mutations chromosomiques (effet clastogène), ou des 
modifications du nombre de chromosomes, correspondant à des mutations génomiques (effet 
aneugène). Ces mutations ont des effets visibles détectés par une analyse cytologique des 


chromosomes. 
IL.2.1 Mutations géniques 


Les mutations géniques correspondent à des modifications dans la séquence d’ADN au 
niveau d’une seule ou plusieurs paires de nucléotides, situés à l’intérieur ou à l’extérieur d’une 
séquence codante. Les deux principaux types de lésions de l'ADN menant à des mutations 
géniques sont les substitutions de paires de bases et les mutations par décalage du cadre de 
lecture (Hanna et al., 2005; Nesslany, 2007). Les mutations géniques sont à l'origine de 
beaucoup de maladies génétiques humaines et de nombreuses études tendent à démontrer que 
des mutations géniques frappant les oncogènes et les gènes supresseurs de tumeurs dans des 
cellules somatiques jouent un rôle dans le cancer, tant chez l'homme que dans des systèmes 
expérimentaux (Organisation de coopération et de développement économiques [OCDE] 
n°471, 1997). 


IL.2.1.1 Substitutions de paires de bases 


Elles résultent d’un changement qualitatif dans la composition en nucléotides d’un 
codon (Nesslany, 2007). Les substitutions peuvent être subdivisées en deux catégories : les 
transitions ; remplacement d’une base purique ou pyrimidique par une autre base de même 
nature, et les transversions ; remplacement d’une base purique par une base pyrimidique et 
inversement (Hanna et al., 2005; Preston & Hoffmann, 2001). Les conséquences d’une 
substitution sont fonction de sa nature et de sa localisation. Située à l’intérieur d’un codon, cette 
mutation peut se révéler neutre c-à-d sans effet sur la nature de l’acide aminé incorporé dans la 
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protéine « mutation silencieuse », ou mener à une modification fonctionnelle de la protéine 
suite à un remplacement d’un acide aminé par un autre « mutation faux-sens », ou encore à un 
remplacement d'un codon d’un acide aminé par un codon stop « mutation non-sens » (Kirsch- 
Volders et al., 2013; Nesslany, 2007). A l’extérieur d’une séquence codante, les mutations de 
bases peuvent conduire à des altérations d’épissage au niveau de l'ARN messager et à la 


dérégulation de l’expression génique (Nesslany, 2007). 
IL2.1.2 Mutations par décalage du cadre de lecture 


Les mutations par décalage de cadre de lecture (mutations frameshiff) sont dues à 
l’insertion ou la délétion d’une ou plusieurs paires de bases. Elles ont pour conséquence 
possible de modifier un gène ou un groupe de gènes, pouvant ensuite modifier l’expression et 
la régulation de nombreux autres, mais surtout aboutir à des protéines tronquées, non 
fonctionnelles, par l’apparition d’un codon-stop prématuré (UAA, UAG ou UGA) (Graillot, 
2012; Kirsch-Volders et al., 2013; Plumejeaud, 2016). 


IL2.2 Mutations chromosomiques 


Les mutations chromosomiques correspondent à des modifications dans la structure de 
chromosomes (aberrations chromosomiques de structure). Elles résultent de cassures 
simultanées de deux brins de l’ ADN et d’échanges à l’intérieur du même chromosome ou entre 
chromosomes (Plumejeaud, 2016). Les cassures de chromosomes sont induites par des 
composés qui sont qualifiés de clastogènes (du grec klastos signifiant causer des cassures) 
(Kirsch-Volders et al., 2013), tels que la cyclophosphamide (Darroudi et al., 1996) et la 
mitomycine C (Rosefort et al., 2004). 


Les aberrations chromosomiques peuvent être des délétions, des duplications, des 
inversions, des insertions ainsi que des translocations. Ces aberrations sont stables car elles 
peuvent être transmises lors des divisions cellulaires successives et ainsi persister dans une 
population cellulaire ou dans un organisme. De plus, des cassures de chromosomes peuvent 
donner naissance à des fragments acentriques, c’est-à-dire des morceaux de chromosomes sans 
centromère, des chromosomes dicentriques et des chromosomes en forme d’anneau qui sont 
instables (car ils provoquent la disparition de 50 % des cellules entre la première et la deuxième 
interphase) et qui entraînent la mort de la cellule par perte de matériel génétique vital (Nesslany, 
2007; Plumejeaud, 2016). La figure 13 illustre quelques types d’aberrations chromosomiques 


dues à un effet clastogène. 
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Les aberrations chromosomiques de structure ont généralement des conséquences 
beaucoup plus sévères de par leur impact sur plusieurs gènes et elles sont associées de manière 
causale à l’induction de cancer, à des phénomènes d’infertilité et de stérilité ainsi qu’à une part 


importante de pertes fœtales (Plumejeaud, 2016). 


A Hi IH 
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Figure 13 : Différentes aberrations chromosomiques de structure (Pham, 2011). 
IL.2.3 Mutations génomiques 


Les mutations génomiques, ze. aneuploïdie et polyploïdie, consistent en des 
modifications du nombre normal de chromosomes caractérisant chaque espèce (aberrations 
chromosomiques de nombre) (Nesslany, 2007). Elles correspondent à une perte ou à un gain 
d’un ou de plusieurs chromosomes. Les cellules aneuploïdes ou polyploïdes possèdent donc un 
nombre de chromosomes différent du nombre normal diploïde (2n) qui caractérise l’espèce 
étudiée. Précisément, l’aneuploïdie correspond au gain ou la perte d’un ou de plusieurs 
chromosomes (2n-1, 2n+2...). La polyploïdie représente une augmentation du nombre de 
chromosomes qui est un multiple exact de la valeur haploïde (par exemple 3n, 4n...) (Kirsch- 


Volders et al., 2013). 


Les mutations génomiques sont induites par des agents dits aneugènes (dérivé du grec 
signifiant multiple erroné). Ces agents interagissent, non pas avec la molécule d'ADN, mais 


avec les structures cellulaires impliquées dans la disjonction et la migration des chromosomes 
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au cours de la division cellulaire (mitose ou méiose) telles que le fuseau mitotique, les 
kinétochores ou le complexe synaptonémial (Plumejeaud, 2016). La colchicine et la 


griséofulvine, sont des exemples d’agents aneugènes (Graïllot, 2012; Hashimoto et al., 2010). 


Les mutations génomiques sont néfastes pour un organisme, car elles modifient 
l’équilibre des fonctions de milliers de gènes (Graillot, 2012). L’aneuploïdie dans les cellules 
germinales contribue significativement aux maladies génétiques humaines comme la trisomie 
21 ou syndrome de Down (un gain de chromosome est observé dans la paire n°21) et celle dans 
les cellules somatiques est associée avec le développement de plusieurs cancers (Aardema et 
al., 1998). Des études cytogénétiques dans des tumeurs ont montré que des variations dans le 


nombre de chromosomes y sont le plus souvent observées (Pham, 2011). 


Plusieurs mécanismes conduisent à des aberrations chromosomiques de nombre 


(Fenech, 2002; Iarmarcovai et al., 2006; Nesslany, 2007; Plumejeaud, 2016) : 


> La non-disjonction ; une mauvaise ségrégation d’un seul ou plusieurs chromosomes du 
fait d’un défaut de séparation des chromatides sœurs à l’anaphase. Ce phénomène 
conduit à la formation d’une cellule monosomique et d’une autre cellule trisomique. 

> La perte d’un ou de plusieurs chromosomes due à l’absence ou mauvaise fixation du 
kinétochore (lieu de fixation des microtubules sur les centromères lors de la migration 
des chromosomes) au niveau du fuseau mitotique en prométaphase, ou encore au retard 
en anaphase du chromosome. 

> La présence d’un nombre anormal de centrosomes (supérieur à 2) conduisait à des 
mitoses multipolaires responsables d’une ségrégation anormale des chromosomes et 
donnait naissance à trois (ou plus) cellules filles (Romé et al., 2010). 

> L’absence de cytodiérèse après division des noyaux, du fait d’un défaut d’assemblage 
des microfilaments. 

> Un autre mécanisme est connu sous le terme anglo-saxon « mitotic slippage », il est 
observé lors d’un long blocage des cellules en métaphase. Les cellules sortent 
brutalement de la mitose sans division nucléaire ni division cellulaire, elles sont alors 


tétraploïdes. 
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Depuis le début des années 70, de nombreux tests de génotoxicité ont été développés et 
utilisés en routine pour détecter de façon précoce des substances susceptibles d’engendrer un 
processus de cancérogénèse, dont l’étude est contraignante par l’utilisation d’un nombre 
important d'animaux, par sa durée et par son coût. Cependant, ces tests ne sont pas une 
alternative aux tests de cancérogenèse classique, car il existe des agents cancérogènes non 
génotoxiques (Graillot, 2012; Zhou et al., 2006). En raison de la grande variété de lésions 
susceptibles d'être induites au niveau de l'ADN, il n'existe actuellement aucun test à lui seul 
capable de détecter tous les types de dommages de l’ADN cités précédemment (Dearfield et 
al., 2002; Iamarcovai, 2008). D’une manière générale, il faudra en associer plusieurs pour 
apprécier sur un type cellulaire quelconque à la fois les intensités des lésions primaires de 


l’ADN et les mutations géniques et chromosomiques (Orsière et al., 2005). 


Tout comme les dommages de l’ ADN, les tests de génotoxicité peuvent également être 
classés en tests détectant les lésions primaires de l’ ADN, tests détectant les mutations géniques 
et tests détectant les mutations chromosomiques et génomiques (Figure 14) (Berthelot-Ricou 
et al., 2013; Orsière et al., 2005). Un produit est considéré comme génotoxique lorsqu'il induit 


une réponse positive dans un de ces tests (Nesslany, 2007). 
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Figure 14 : Tests de génotoxicité déclinés en tests détectant les lésions primaires, les 


mutations géniques, chromosomiques et génomiques (Orsière et al., 2005). 
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Les principaux tests de mutagenèse fréquemment rencontrés dans des protocoles de 
surveillance biologique de populations exposées à des cancérogènes mutagènes sont les tests 
des comètes, de détection des adduits, d’ Ames et des micronoyaux. Il s’avère qu’ils sont 


complémentaires les uns des autres (Orsière et al., 2005). 

L Détection des lésions primaires de l'ADN 

L.1 Détection des lésions primaires de l’ ADN sur cellules procaryotes 
L.1.1 SOS chromotest 


Le SOS chromotest, mis au point par Quillardet et al. (1982), est un test colorimétrique 
de dépistage rapide du potentiel génotoxique d’une substance. Il est basé sur l’utilisation d’une 
souche bactérienne, qui sous l’action d’agents génotoxiques, va mettre en place le système de 
réparation SOS. Ce test détecte donc indirectement les dommages à l’ ADN. La souche utilisée 
est Escherischia coli PQ37 pour laquelle un gène rapporteur lacZ, qui est le gène structural de 
la B-galactosidase, a été inséré dans un gène opérateur du système SOS, le gène sfiA. Le test 
consiste à incuber la souche bactérienne avec la substance à tester. Lorsqu'un agent génotoxique 
cause une lésion à l’ ADN, la protéine RecA est activée, elle-même capable de cliver la protéine 
LexA, répresseur du système SOS. Le clivage de LexA induit la transcription des gènes SOS 
(sfiA, uvrA, uvrB, umuC, umuD...), ainsi que la production de f-galactosidase, mesurable par 
une simple réaction colorimétrique. L’activité B-galactosidase reflète donc la réponse SOS et le 
taux de lésion de l’ ADN sera alors corrélé à l’augmentation du niveau intracellulaire de f- 


galactosidase (Reïfferscheid & Heil, 1996). 
L.2 Détection des lésions primaires de l'ADN sur cellules eucaryotes 
12.1 Test des comètes 


Le test des comètes, aussi appelé en anglais single cell gel electrophoresis (SCGE), est 
une technique microélectrophorétique très sensible, fiable et rapide, qui permet de détecter, au 
niveau des cellules eucaryotes individualisées, les CSBs et CDBs de la molécule d'ADN ainsi 
que les sites alcali-labiles, qui se forment lorsqu’une base se détache du désoxyribose, donnant 
naissance à des sites AP. En milieu alcalin (pPH> 13), ces « points faibles » se rompent et créent 


des CSBs (Rojas et al., 1999). 


Contrairement à d’autres tests de génotoxicité, le test des comètes peut s’appliquer sur 


n’importe quel type cellulaire, à toute lignée ou tissu isolé, humain, animal ou même végétal à 
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condition qu’une suspension de cellules bien individualisées puisse être obtenue avec une 


viabilité acceptable (Nesslany, 2007). 


L'idée originale de ce test revient à Rydberg et Johanson en 1978. Ils sont les premiers 
à avoir quantifié les dommages de l’ ADN dans des cellules individualisées incluses dans un gel 
d’agarose déposées sur une lame de microscope. Après lyse en conditions alcalines, permettant 
le déroulement partiel de l'ADN, et marquage par l’acridine orange, la quantification des 
dommages se fait par la mesure du rapport fluorescence verte (CDBs) sur fluorescence rouge 
(CSBs). L’ADN peu endommagé montre alors un rapport fluorescence verte sur rouge élevé et 
inversement (Rydberg & Johanson, 1978). Dans le but d'améliorer la sensibilité de cette 
technique, Ostling & Johanson (1984) ont introduit une étape supplémentaire après la lyse, 


qui est l’électrophorèse en milieu neutre, et ils ont donné à l'essai son nom de test des comètes. 


Dans cet essai (Figure 15), les cellules ont été incluses dans un gel d’agarose lui-même 
étalé sur une lame de microscope, puis lysées par des détergents pour libérer les noyaux. Ces 
derniers ont ensuite été incubés dans un tampon d’électrophorèse afin de dérouler l'ADN 
superenroulé. L’ADN ainsi relaché, est soumis à une électrophorèse en milieu neutre puis révélé 
avec un colorant fluorescent. L’évaluation des lésions peut être effectuée visuellement en 
classant les comètes selon 5 stades (Figure 16) (Collins et al., 1995; Garcia et al., 2004), ou 
plus fréquemment de manière automatisée à l'aide d’un analyseur d’image couplé à un logiciel 
de traitement, qui identifient les paramètres de fluorescence des comèêtes sélectionnées 
manuellement. Les cellules dont l'ADN est intact se présentent alors sous la forme d'une sphère 
compacte. Inversement, si l'ADN est endommagé, les fragments issus des cassures vont migrer 
en dehors de cette sphère et former une traînée, en direction de l’anode, assimilable à la queue 


d'une comète. Ainsi naît le test des comètes (Tice et al., 2000). 


Cette technique en milieu neutre permet la détection de CDBs de l’ADN mais la 
présence d’ARN peut conduire à des artéfacts, rendant ainsi son utilisation très limitée. En 
1988, Singh modifie la technique en pratiquant l'électrophorèse en conditions alcalines (pH > 
13). Dans de telles conditions, le test s’est révélé capable de détecter les CSBs et les sites alcali- 
labiles (Singh et al., 1988). La plupart des substances génotoxiques induisent beaucoup plus de 
CSBs et de sites alcali-labiles que de CDBs. Cette version alcaline offre donc une meilleure 
sensibilité pour la détection des agents génotoxiques (Speit & Rothfuss, 2012). Un groupe 
d’experts a estimé qu’en terme de toxicologie génétique, la version alcaline du test des comètes 
est la méthodologie de choix (Tice et al., 2000). 
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Figure 15 : Principales étapes du test des comètes (Azqueta & Collins, 2014). 


Figure 16 : Classification des comètes en 5 stades selon l’intensité de la migration utilisée en 


quantification manuelle du niveau de dommages à l’ ADN (Azqueta & Collins, 2014). 
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L.2.2 Test de synthèse non programmée d’ADN 


Le test de synthèse non programmée d’ADN (ou test UDS pour Unscheduled DNA 
Synthesis) est une méthode qui met indirectement en évidence les dommages de l’ADN en 
mesurant la synthèse de réparation de l'ADN après excision et élimination d'un segment d'ADN 


contenant la région endommagée par l'agent physique ou chimique (OCDE n°486, 1997). 


Il s’agit d’un test applicable in vivo (OCDE n°486, 1997) et in vitro (OCDE n°482). Ce 
test est basé sur l’incorporation des nucléotides marqués, thymidine tritiée (3H-TdR), dans 
l’ADN des cellules ne se trouvant pas en phase S du cycle cellulaire (phase de réplication) 
durant la resynthèse des régions excisées (mécanisme de réparation majoritaire dans les 
cellules) (CE n°440, 2008). L'incorporation de la thymidine tritiée est habituellement mesurée 
par autoradiographie (OCDE n°486, 1997). Cette technique autoradiographique permet de 
visualiser au microscope optique des grains d’argent dans les noyaux des cellules dont l ADN 
subit un processus de réparation (Nesslany, 2013; Nicolette, 2017). L’inconvénient de ce test 
est qu’il quantifie les dommages de l’ ADN d’une manière globale sans distinguer les différents 


types de lésions (Graillot, 2012). 
L.2.3 Post-marquage au phosphore 32 


Le test de post-marquage au phosphore 32 est l’une des méthodes qui permet la détection 
des adduits à l'ADN. II permet d'atteindre une sensibilité de 1 adduit par 10!° nucléotides 
(Reddy & Randerath, 1986). Cette méthode se fait en différentes étapes (Figure 17) (Pitot III 
& Dragan, 2001) : 


- Hydrolyse enzymatique de l’ADN en désoxyribonucléosides 3° monophosphate ; le 
mélange réactionnel contient donc un mélange de nucléotides normaux et de nucléotides 


modifiés (adduits) ; 


- Sélection des adduits par enrichissement à la nucléase P1, qui coupe le phosphate en 3° 


des nucléotides normaux mais pas celui des adduits ; 


- Marquage spécifique des adduits par phosphorylation en 5” par la T4 polynucléotide 
kinase en présence de y-32P ATP ; 


- Séparation des adduits marqués par chromatographie sur couche mince 


bidimensionnelle ; 
- Détection et quantification des adduits après autoradiographie. 
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& ADN purifié (7 ug) 


Hydrolyse enzymatique de 1’ ADN Nucléase de staphylocoque 
Phosphodiestérase de rate 


Chapitre 3 : 


N° p+Xp+Zp+Y p+.… 
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Figure 17 : Principe de la méthode de post-marquage au phosphore 32 de l’ ADN (Michel, 
2012). 
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IL Détection des mutations géniques de l'ADN 
IL1 Tests de mutations géniques sur cellules procaryotes 
IL.1.1 Test d’Ames 


Le test de mutagénèse le plus connu et le plus communément utilisé dans le monde est 
le test d’ Ames (Dégremont & Cachot, 2009; Turkez et al., 2017). Il est décrit dans la ligne 
directrice n° 471 de l'OCDE (OCDE n°471, 1997). Ce test, mis au point dans les années 1970 
par le Pr. Bruce Ames, consiste à évaluer la capacité d'une substance chimique ou d’un agent 
physique à induire des mutations spécifiques dans différentes souches de S. fyphimurium 
(TA97, TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA1538, TA102) (Maron & Ames, 1983). Les 
souches utilisées dans le test portent une mutation préalablement induite dans l'un des gènes de 
l'opéron histidine qui rend les bactéries incapables de synthétiser l'acide aminé histidine 
(bactéries auxotrophes vis-à-vis de l'histidine), et par conséquent, elles sont incapables de se 
développer sur un milieu sélectif dépourvu d'histidine (Mortelmans & Zeiger, 2000). 
L'exposition à un agent mutagène provoque de nouvelles mutations dites réverses dans cette 
même région de l'ADN conduisant à un retour vers le phénotype sauvage ; c'est-à-dire que les 
souches bactériennes auxotrophes pour l'histidine (His-) deviendront prototrophes (His+). Ces 
souches nouvellement mutées sont donc capables de synthétiser l'histidine et capables de croître 
sur un milieu sans histidine (Dégremont & Cachot, 2009; Jin, 2016). Le nombre de révertants 
(His+), ayant poussé au bout de 48h sur un milieu de culture sans histidine, est proportionnel 


au pouvoir mutagène de la substance testée (Dégremont & Cachot, 2009). 


Ce test permet de mettre en évidence en particulier les mutations ponctuelles par 
substitution de paires de bases et les mutations « frameshift » soit par insertion ou délétion d’une 


ou plusieurs paires de bases dans la molécule d’ ADN (OCDE n°471, 1997). 


Le test d’Ames a été validé pour la première fois dans une étude portant sur 300 produits 
chimiques, dont la plupart étaient des cancérogènes connus (Mccann et al., 1975). Il a ensuite 
été validé dans des études menées par l'Imperial Chemical Industries (Purchase et al., 1976), 
le National Cancer Center Research Institute de Tokyo (Sugimura et al., 1976) et le CIRC 
(Bartsch et al., 1980). Près de 90% des cancérogènes testés étaient mutagènes dans ces études. 
Ces valeurs prédictives élevées ont conduit à l’utilisation étendue du test pour le dépistage des 


mutagènes et des cancérogènes (Zeiger, 2013). En outre, un nombre considérable de mutagènes 
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détectés par le test d'Ames se sont par la suite révélés cancérigènes lors des tests de 


cancérogenèse effectués sur les animaux (Ames et al., 1973). 


Cette corrélation entre mutagénicité et cancérogenèse est essentiellement due au fait que 
les bactéries peuvent également être cultivées in vitro en présence d’enzymes de 
biotransformation (Nesslany, 2007). De nombreux produits chimiques sont biologiquement 
inactifs sous leur forme native et doivent être métabolisés, généralement dans le foie des 
mammifères, en une espèce électrophile capable de se lier de façon covalente à l'ADN et 
entraîner ainsi des mutations. Étant donné que les bactéries ne possèdent pas cette capacité 
métabolique, le Pr. Ames et ses collègues ont ajouté au test un homogénat de foie de rat (appelé 
S9, car il est préparé à partir d'une fraction hépatique surnageante de 9000 x g) et des cofacteurs 
enzymatiques (Mortelmans & Zeiger, 2000). La fraction S9 est préparée à partir de rats 
prétraités par un inducteur enzymatique (soit l’arochlor 1254, le plus utilisé, soit un mélange 
polychlorobiphényle ou phénobarbital-plus-B-naphtoflavone) pour induire les enzymes 
(cytochrome P450) nécessaires à l'activation métabolique. Le S9 a également été préparé à 
partir de souris, hamsters et autres animaux, mais le S9 à partir de rats est le plus largement 


utilisé (Zeiger, 2013). 


Ce test est simple d’exécution, sensible, de coût modique, rapide (48h) et pratique pour 
estimer le potentiel carcinogène d'un composé, car les tests de cancérogenèse standard chez les 
souris et les rats sont très longs et coûteux (Jin, 2016). De plus, il permet l’analyse 
d'échantillons variés et a été standardisé (OCDE n°471, 1997). Il donne des résultats 
quantitatifs permettant des études comparatives mais aussi des indications mécanistiques en 
fonction des souches de S. typhimurium utilisées (Dégremont & Cachot, 2009). Il est devenu 
donc une méthode de référence internationale et 1l est actuellement toujours utilisé comme test 
de criblage initial pour la détection des mutagènes (Kumar et al., 2018). Son succès repose sur 
la bonne corrélation entre les mutations géniques détectées par ce test et la cancérogenèse 


expérimentale effectuée sur mammifères. 
IL2 Tests de mutations géniques sur cellules eucaryotes 


Il existe plusieurs tests permettant d’évaluer le potentiel mutagène d’un produit 
chimique sur des modèles de lignées cellulaires de mammifères, décrits dans les lignes 
directrice de l'OCDE n°476 et n° 490 (OCDE n°476, 2016; OCDE n°490, 2016). Leur 
principe repose sur la mise en évidence de mutations directes induites sur un gène qui contrôle 


la synthèse d’une enzyme particulière, impliquée dans la biosynthèse de nucléotides de l'ADN. 
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Une mutation sur ce gène entraîne la perte de la capacité de la cellule à synthétiser cette enzyme. 
L’exposition à ce qu’on appelle l’agent sélectif permettra la croissance exclusive des cellules 
mutantes qui sont « résistantes » à cet agent, tandis que les cellules non mutantes qui y sont 


sensibles ne se développeront pas (Nesslany, 2007). 


Les deux tests courants pour la détection de mutations géniques dans les cellules de 
mammifères sont : (1) test de thymidine kinase (TK) et (2) test d’hypoxanthine phosphoribosyl 
transférase (HPRT) (Dewangan et al., 2018). 


IL.2.1 Test de mutation génique au locus TK 


Ce test permet de détecter des événements génétiques, qui affectent le gène de la 
thymidine kinase, enzyme clé de la biosynthèse des nucléotides de l'ADN en catalysant la 
phosphorylation de la thymidine en thymidine triphosphate (TMP), notamment des mutations 
géniques (mutations ponctuelles, mutations décalant le cadre de lecture, petites délétions, etc.) 
et des événements chromosomiques (délétions importantes, réarrangements chromosomiques 
et recombinaison mitotique). Ces derniers événements sont exprimés par la perte 
d’hétérozygotie, qui est une modification génique courante des gènes suppresseurs lors de la 


tumorigenèse chez l’homme (OCDE n°490, 2016; Schisler et al., 2013). 


Des cellules hétérozygotes pour le gène de la thymidine kinase (TK+/-) sont exposées 
au produit chimique d’essai, en présence et en l’absence d’une source exogène d’activation 
métabolique. À l’issue de la période de traitement, elles sont cultivées pendant une période de 
temps définie afin de déterminer le taux de survie des cellules et de permettre l’expression 
phénotypique des mutations induites. Au bout de ce temps d’expression, les cellules sont 
exposées à l’agent sélectif des cellules mutantes TK-/-, la trifluorothymidine (TFT) (OCDE 
n°490, 2016). Cet analogue de la thymidine est non toxique pour les cellules mutantes TK:-/- 
qui, par perte de l’enzyme thymidine kinase, ne peuvent pas phosphoryler la TFT en un dérivé 
trifluorothymidine monophosphate (TFTMP) toxique et elles deviennent donc capables de 
survivre et de se multiplier en présence de TFT. En revanche, les cellules non mutantes restent 
hétérozygotes et vont phosphoryler la TFT en TFTMP qui sera incorporé aux acides nucléiques 
à la place de la thymidine monophosphate, provoquant ainsi la mort cellulaire par inhibition de 


la synthèse d’ADN (Moche, 2014). 


Le test est capable de définir deux classes phénotypiques distinctes de mutants TK-/- : 


les mutants dont la croissance est normale qui grandissent à une vitesse similaire à celle des 
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cellules parentales (cellules hétérozygotes TK+/-), et les mutants à la croissance faible qui 
grandissent avec des temps de doublement plus longs. Des études sur la nature moléculaire et 
cytogénétique de ces deux types de mutants ont montré que les mutants à croissance normale 
correspondent à des mutations géniques du locus TK (substitutions, délétions de paires de 
bases). Alors que, les mutants à la croissance lente correspondent à des changements structurels 


bruts au niveau chromosomique (Schisler et al., 2013). 
IL.2.2 Test de mutation génique au locus HPRT 


La méthodologie de ce test est très similaire à celle du test de mutation génique au locus 
TK. L’hypoxanthine phosphoribosyl transférase (HPRT) est l’enzyme qui peut convertir la 
guanine en guanine-ribosyl-phosphate (GRP) qui sera incorporée dans l’ ADN. Ce test est basé 
sur la phosphorylation de la 6-thioguanine (TG), analogue toxique de la guanine, par l’'HPRT 
en phospho-6-thioguanine toxique pour la cellule. Les délétions, insertions, mutations 
ponctuelles produites au locus HPRT sont responsables de la perte de fonction de l'enzyme. Les 
cellules mutantes sont donc résistantes à la TG, agent sélectif des mutants, alors que les cellules 
non mutantes munies de l’enzyme HPRT sont sensibles à cet agent qui entraîne une inhibition 


du métabolisme et l’arrêt de la division cellulaire (OCDE n°476, 2016). 
Il. Détection des mutations chromosomiques et génomiques 
IIL.1 Test du micronoyau 


Le test du micronoyau a été mis au point dans les années 70 et reste une méthode de 
choix pour l’évaluation de la génotoxicité. Il est pratiqué in vivo ou in vitro chez les mammifères 
ou cellules de mammifères et font l’objet de lignes directrices de l'OCDE n°474 et 487 (OCDE 
n°474, 2016; OCDE n°487, 2016). 


Ce test a pour but d’évaluer les anomalies chromosomiques de structure (évènements 
clastogènes) et de nombre (évènements aneugènes) induites par des substances génotoxiques 
(larmarcovai et al., 2007). En effet, ces anomalies se traduisent par la formation de 
micronoyaux. En utilisant des techniques de coloration de l'ADN, ces micronoyaux deviennent 
visibles et dénombrables au microscope. Le nombre de cellules micronucléées, c’est-à-dire 
contenant un ou plusieurs micronoyaux, pour 1000 cellules nuclées est utilisé comme mesure 
de la génotoxicité (Westerink, 2011). Le protocole opératoire de ce test est détaillé dans la 


partie « Matériel et méthodes ». 
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Les micronoyaux, également appelés corps de Howell-Jolly par les hématologistes, sont 
des entités nucléaires indépendantes du noyau principal formées au cours de la division 
cellulaire, lors de la transition métaphase/anaphase (Orsière et al., 2008). Ils peuvent contenir 
des fragments de chromosome acentrométriques et/ou des chromosomes entiers non intégrés 
dans les noyaux des cellules filles au cours de la mitose. Ces deux types de contenu 
correspondent à des mécanismes de formation différents : Les fragments chromosomiques 
acentromériques sont consécutifs à des cassures double brin de l’ADN et ne peuvent pas se 
rattacher au fuseau mitotique, du fait de l’absence de centromères (résultats d’un évènement 
clastogène). La perte de chromosomes entiers résulte essentiellement d’altérations et de 


dysfonctionnement de fuseaux mitotiques impliquées dans la ségrégation et la migration des 


chromosomes (résultats d’un évènement aneugène) (Figure 18) (Mateuca et al., 2006). 


Fragment acentromérique 

ne pouvant être rattaché 

au fuseau mitotique 
Lésion à 

Clastogène  /’4DN : CDB 


Aneugène " Afération ni 
protéines de 
fuseau mitotique 
_. . Ne 


Figure 18 : Mécanisme de formation de micronoyaux et marquage centromérique 


(Plumejeaud, 2016). 


Les micronoyaux constituent un dommage stable et persistant (effet mutagène), 
puisqu'on les retrouve dans la cellule pendant la durée de vie de celle-ci, et il a donc une 
rémanence longue ; le test des micronoyaux a d’ailleurs été présenté comme ayant une valeur 


prédictive pour le risque de cancer (Bonassi et al., 2007). Son application n’est possible que 
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sur les cellules eucaryotes capables d’effectuer une division cellulaire en culture (Berthelot- 


Ricou et al., 2013). 


Afin de distinguer un évènement clastogène d’un évènement aneugène, le test des 
micronoyaux est couplé à un marquage des centromères par hybridation in situ de sondes 
pancentromériques fluorescentes (technique FISH), L’apparition d’une fluorescence signe la 
perte d’un chromosome entier, par conséquent un évènement aneugène (Kirsch-Volders et al., 


2011). 


L'avantage de ce test est qu’il est rapide, très fiable, facile à mettre en œuvre et peut 
s’utiliser sur tout type cellulaire. D’autre part, il s’agit du seul test qui détecte l'aneuploïdie 
(Kirsch-Volders et al., 2011; Turkez et al., 2017). Il est recommandé dans la batterie de tests 


pour l’évaluation génotoxique d’une substance (EFSA, 2011; Kirkland et al., 2005). 
IIL2 Test des aberrations chromosomiques 


Le test des aberrations chromosomiques, également appelé test d’analyse de 
métaphases, peut être pratiqué in vitro sur des lignées cellulaires de mammifères (OCDE 
n°473, 2016) ou in vivo sur des cellules de moelle osseuse de rongeurs (OCDE n°475, 2016). 
Les cellules utilisées sont choisies en fonction de leur potentiel de croissance en culture, de la 
stabilité de leur caryotype (notamment leur nombre de chromosomes), et de la fréquence des 


aberrations chromosomiques spontanées (CE n°440, 2008). 


Ce test permet la détection des aberrations chromosomiques de structures, produites 
suite à des CDBs de l’ADN et apparaissant sous la forme de délétions, fragmentations et 
modifications intrachromosomiques ou interchromosomiques (OCDE n°473, 2016). Les 
aberrations de structure peuvent être de deux types : chromosomiques ; se traduisant par une 
cassure, où par une cassure et une réunion, des deux chromatides sur le même site, ou 
chromatidiennes ; se traduisant par une cassure d’un seul chromatide ou par une cassure et une 


réunion entre chromatides (CE n°440, 2008). 


Les aberrations chromosomiques indiquent un dommage stable et persistant (mutation) 
qui représente un événement potentiellement initiateur dans le processus qui mène à la 
néoplasie (Ortega, 2004). Cet essai n'est pas conçu pour évaluer les aberrations de nombre et 


n'est pas utilisé systématiquement dans ce but (CE n°440, 2008). 


Des animaux ou des cultures de cellules sont exposées à la substance d'essai. À 


intervalles prédéterminés, les cellules sont traitées avec une substance qui bloque la métaphase 
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(par exemple la colchicine ou du colcemid®), récoltées et colorées. Les cellules métaphasiques 


sont analysées au microscope pour déceler les aberrations chromosomiques (Jaïin et al., 2018). 


Le test d’aberration chromosomique est relativement lourd et fastidieux à réaliser. Par 
contre ce test a par contre pour avantage de permettre la détection de tout type d’atteinte 
chromosomique. Il comporte une approche cellule par cellule, ce qui permet par conséquent 
d’avoir un grand nombre de données et donc un traitement statistique performant des résultats 


(Fardel et al., 2009). 
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I. 


Matériel & méthodes 


Échantillonnage 


Au total, huit échantillons de viande transformée industriellement (corned-beef fabriqué 


en Algérie, corned-beef importé, Saucisson salami du bœuf, K-chir, rôti de poulet fumé, rôti de 


bœuf cuit fumé, chawarma de poulet et jambon de bœuf) sont achetés auprès des supermarchés 


populaires. Nous avons soigneusement confirmé que tous les échantillons sont extraits avant la 


date de péremption indiquée sur les emballages. L’emballage et les ingrédients de ces produits 


sont mentionnés dans le tableau 2. 


Tableau 2 : Emballages et ingrédients de produits carnés transformés industriellement étudiés. 


Produits 


Emballage 


Ingrédients 


Corned-beef fabriqué en 
Algérie 


En conserve 


Viande de bœuf congelée haché», sel 
nitrite (0.6% de nitrite de sodium), additifs 
alimentaires :  gélifiant  (carraghénane- 
BPF), stabilisants (Di, Tri et polyphosphate 
de sodium 2000 mg/ml). 


Corned-beef importé 


En conserve 


Viande de bœuf, céréales, sel, sucre et 
conservateur SIN 250. 


Saucisson Salami du bœuf 


Emballé sous- 
vide 


Viande de bœuf, eau, amidon de maïs, sel 
nitrite (nitrite de sodium), épices, sel de 
table, dextrose, additifs alimentaires 
stabilisant (polyphosphate de sodium), 
conservateurs (acétate de sodium et 
diacétate de sodium), colorant (rouge allura 
AC), exhausteurs de goût (glutamate 
monosodique, guanilate disodique, 
inosinate disodique), acidifiant (acide 
citrique), antioxydants (lactate de sodium, 
acide ascorbique), antiagglomérant 
(dioxyde de silicium). 


Rôti de bœuf cuit fumé 


Emballé sous- 
vide 


Viande de bœuf frais, sel, eau, fumé, 
mélange d'épices, additif alimentaire 
stabilisant (diphosphate de sodium). 
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Suite (Tableau 2) 


Produits 


Emballage 


Ingrédients 


Rôti de poulet fumé 


Emballé sous- 
vide 


Escalope de poulet, poulet séparé 
mécaniquement, fécule de pomme de terre, 
amidon de maïs, mélange d'épices, sel 
nitrite, additifs alimentaires : stabilisants 
(SIN 451 i, SIN 450 i), acidifiants (SIN 
325, SIN 330). 


K-chir 


Emballé sous- 
vide 


Viande de poulet, eau, amidon de maïs, 
olives verte, huile végétale, betterave, sel 
nitrite (0.6% nitrite de sodium), protéines 
de soja, extrait d'arômes (Di et Tri 
phosphate,  glutamate  monosodique, 
dextrose, soja, épices, erythorbate de 
sodium, acide citrique, oignons), additifs 
alimentaires : stabilisant (polyphosphate de 
sodium 2000 mg/K2£), antioxydant (citrate 
de sodium-BPF), Colorant (rouge allura 
AC 25 mg/K2). 


Chawarma de poulet 


Emballé sous- 
vide 


Viande de poulet, eau, amidon de maïs, sel 
nitrite (nitrite de sodium), épices, sel de 
table, dextrose, additifs alimentaires 
stabilisant (polyphosphate de sodium), 
conservateurs (acétate de sodium et 
diacétate de sodium), exhausteurs de goût 
(glutamate monosodique, guanilate 
disodique, inosinate disodique), acidifiant 
(acide citrique), antioxydants (lactate de 
sodium, acide ascorbique), 
antiagglomérant (dioxyde de silicium). 


Jambon de bœuf 


Emballé sous- 
vide 


Viande de bœuf, protéines végétales, huile 
de table, fécule de pomme de terre, 
mélange d'épices, fines herbes, stabilisant 
EÉ450 AC, colorant alimentaire E120, 
arôme Jambon de bœuf de nouveau monde. 
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IL Préparation de l’échantillon 


Des possibles composés génotoxiques à partir des échantillons de viande transformée 
industriellement sont extraits par macération en utilisant un solvant apolaire (n-hexane) (Chung 
et al., 2011) et un solvant polaire (méthanol) (Krone & Iwaoka, 1984 ; Sharif et al., 2008). 
Chaque échantillon (environ 200 g) est broyé à l’aide d’un hachoir à viande puis macéré avec 
800 ml de méthanol ou de n-hexane. Le mélange est laissé sous agitation magnétique pendant 
24 h à la température ambiante du laboratoire et à l’abri de la lumière. Ensuite, centrifuger à 
3000 tour/min pendant 15 min, suivi d'une double filtration sur papier filtre Whatman n°1. Cette 
procédure est répétée deux fois avec 400 ml de chaque solvant. Les filtrats sont rassemblés et 
évaporés à l'aide d'un évaporateur rotatif à une température de 37 °C pour obtenir des extraits 
secs. Les extraits secs de n-hexane sont reconstitués dans de l'éthanol à la concentration initiale 
maximale de 10 mg/ml, tandis que les extraits secs de méthanol sont reconstitués dans du 
diméthylsulfoxyde (DMSO) à la concentration initiale maximale de 50 mg/ml pour des analyses 


in vitro. Le protocole d’extraction est schématisé dans la figure 19. 


Le choix du solvant de reconstitution se fait selon l'ordre préférentiel d'utilisation des 
solvants compatibles avec le test d’ Ames et avec les cutures cellulaires : eau distillée, DMSO, 
éthanol, acétonitrile, tétrahydrofurane, heptane, cyclohexane, acétone, glycérol, N,N- 
Diméthylformamide, formamide et 1-methoxy-2-propanol. En effet, nos extraits méthanoliques 
ne sont pas solubles dans l’eau distillée, mais ils sont totalement solubles dans le DMSO à la 
concentration de 50 mg/ml. En revanche, les extraits héxaniques ne sont pas solubles ni dans 
l’eau distillée ni dans le DMSO, mais font une suspension homogène dans l’éthanol à la 
concentration de 10 mg/ml. Notons que nous sommes limités pour le choix de la dose maximale 


par la solubilité des extraits. 
IT. Calcul du rendement 


Le rendement en composé polaire/apolaire est le rapport entre le poids de l’extrait et le 
poids de l’échantillon traité. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante 


: D R=Pa/Pb x100. 


Où : R : rendement en % ; Pa : poids de l’extrait en g ; Pb : poids de l’échantillon traité en g. 
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Échantillon (200 g) 


| Broyage 


Macération dans 800 ml du solvant (méthanol ou n-hexane) 
ÿ 24h 
Centrifugation 3000 tr/min 
pendant 15 minutes 


Surnageant Culot 


Ÿ Ÿ 


Macération dans 400 ml de mêmes 
solvants (* 2) 


Ÿ 24h 


Centrifugation 


— 7 


Filtration (* 2) 
Ÿÿ 


Évaporation 


Filtration (* 2) 


Figure 19 : Protocole de la préparation des extraits secs de viande transformée. 
IV. Tests de génotoxicité 

Trois tests de génotoxicité (test d’ Ames, test des micronoyaux et test de comètes) sont 
utilisés dans le cadre de ce travail. 
IV.1 Test d’Ames 

L'objectif de ce test est de rechercher une activité mutagène potentielle sur un modèle 
bactérien comme le proposent (Ames et al., 1975 ; Maron & Ames, 1983), et conformément 


aux recommandations de la ligne directrice d'OCDE pour les essais de produits chimiques 


n°471 (OCDE n°471, 1997) et de la ligne directrice de la Commission européenne n° 440 (CE 
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n°440, 2008). Les essais sont effectués sur les souches bactériennes de S. fyphimurium TA1537, 


TA98, TA100 et TA102. 
IV.1.1 Principe 


Le principe du test repose sur la détection de mutations qui inversent des mutations 
présentes au niveau du locus his des souches de S. fyphimurium auxotrophes pour l'histidine 
(c’est-à-dire qu’elles ne peuvent pas se développer sur un milieu pauvre en histidine) et 
rétablissent ainsi la capacité fonctionnelle de ces bactéries de synthétiser l’histidine. Les 
bactéries révertantes (prototrophes) sont détectées d'après leur capacité de se développer en 


l'absence d’histidine (Turkez et al., 2017). 


Le test d’ Ames consiste dans sa version classique standard à préparer des mélanges de 
bactéries, de la substance à tester et de la gélose molle de surface et à les étaler immédiatement 
sur des boîtes de Pétri contenant un milieu minimum. Après 48 h d'incubation, les colonies 
révertantes sont comptées et leur nombre est comparé à celui des révertants spontanés dans les 
boîtes témoins traitées avec le solvant (témoins négatifs). Le produit sera considéré mutagène 
si le nombre de révertants observés est au moins deux ou trois fois plus important que le nombre 
de révertants spontanés (Ames et al., 1973, 1975). Les essais sont réalisés en absence et en 
présence d’activation métabolique à l’aide d’extrait d’homogénat de foie (S9) et de cofacteurs, 
permettant la mise en évidence des mutagènes directs et des agents pro-mutagènes (mutagènes 


exclusivement après activation métabolique), respectivement. 


Les résultats positifs obtenus lors du test indiquent que la substance induit des mutations 
ponctuelles par substitutions de bases ou modifications du cadre de lecture dans le génome de 
S. typhimurium. Un résultat négatif signifie que, dans les conditions de l'essai, la substance n'est 


pas mutagène pour l’espèce utilisée dans l’essai (OCDE n°471, 1997). 
IV.1.2 Souches bactériennes de S. typhimurium 


Les souches de S. fyphimurium sont obtenues auprès du Pr. Bruce Ames (University of 
California Berkeley, USA) et sont conservées dans l'azote liquide. Les caractéristiques des 


souches utilisées dans cet essai sont présentées dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées dans le test d'Ames et leurs caractéristiques (Kumar 


et al., 2018). 
Autres 
i T 
Re de mutations : Séquence d’ADN ypes de 
Souches | du gène = - Plasmide : mutations 
histidine | LPS PAPAS A détectées 
de l'ADN 
TA1537 | his C 3076 | rfa |uvrB - sd Frameshift 
| pKMI101 | CGCGCGCG ; 
TA his D 3052 B F hift 
98 is D 3052 | rfa | uvr (Ap) acacacac rameshift 
Substitution 
KM101 
TA100 |hisG46 |rfa luvrB . Fun ? es de paires de 
bases 
pKM101 nn 
Substitution 
| (Ap') et CAAGTAAGAGC : 
TA102 |hisG428 |rfa |- pAQI GTTCAT TCTCG de paires de 
(Te) bases 


Ap', résistance à l'ampicilline ; Tc’, résistance à la tétracycline 


Toutes les souches présentent des mutations différentes dans divers gènes de l'opéron 


qui gouverne la synthèse de l’histidine ; chacune de ces mutations est conçue pour répondre 


aux mutagènes qui agissent via différent mécanismes (Mortelmans & Zeiger, 2000) : 


Mutation en his G 46 (TA100) : C'est une mutation dans le gène his G qui code pour la 
première enzyme de la biosynthèse de l'histidine. Cette mutation (faux-sens), déterminée 
par le séquençage d'ADN, résulte de la substitution d'une leucine (GAG/CTC) par une 
proline (GGG/CCC). Elle est rétablie au phénotype sauvage par des mutagènes qui 


provoquent des substitutions de paires de bases (Mortelmans & Zeiger, 2000). 


Mutation en his D 3052 (TA98) : C'est une mutation dans le gène his D codant pour 
l'histodinol déshydrogénase. Ce gène contient une séquence de 4 paires de bases cytosine- 
guanine (CG). La réversion de la mutation his D3052 au phénotype sauvage est induite par 
divers produits provoquant un décalage du cadre de lecture (mutation frameshift) (Maron 


& Ames, 1983). 


Mutation en his C 3076 (TA1537) : C'est une mutation dans le gène his C. Ce dernier 
contient une boucle de plusieurs cytosines. Cette mutation permet de mettre en évidence les 


produits provoquant la mutation frameshift. 
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Mutation en his G 428 (TA102) : C'est une mutation de type Ochre (T-A-A) dans le gène 
his G qui permet de détecter non seulement plusieurs types de mutation par substitution 


réverse de paires de bases mais aussi de petites délétions. 


En plus de la mutation histidine, deux mutations supplémentaires sont apportées dans 


ces souches pour les rendre plus sensibles à une grande variété de substances (Ames et al., 


1975) : 


Mutation en rfa : Cette mutation provoque une altération de la structure des 
lipopolysaccharidiques (LPS), qui recouvrent la surface de la bactérie, par élimination de la 
chaîne latérale polysaccharidique. Elle confère à la bactérie une plus forte perméabilité à la 
pénétration cellulaire pour les grosses molécules, telles que le benzo(a)pyrène, qui ne 


pénètrent pas la paroi cellulaire normale (Kumar et al., 2018; Maron & Ames, 1983). 


Mutation en uvrB : C'est une mutation par délétion dans laquelle la délétion d'un gène 
codant pour le système de réparation de l'ADN ‘excision-resynthèse" rend les souches 
déficientes en mécanismes de réparation de l'ADN (à l'exception de la souche TA102 qui 
conserve son système de réparation par excision de l'ADN) entraînant donc une sensibilité 
considérablement accrue dans la détection de nombreux mutagènes. Pour des raisons 
techniques, la délétion du gène uvrB s'étend jusqu'au gène bio et, par conséquent, ces 
bactéries ont également besoin de biotine pour leur croissance (auxotrophes vis-à-vis de la 


biotine) (Mortelmans & Zeiger, 2000). 


Les souches TA98, TA100 et TA102 contiennent le plasmide pKM101, qui est le 


plasmide de résistance à l'ampicilline. Ce plasmide porte également le gène mucAB qui 


augmente la sensibilité aux agents mutagènes par l'intermédiaire de mécanismes de réparations 


fautives ("error-prone") (Kumar et al., 2018). De plus, la souche TA102 contient un autre 


plasmide en multicopie, le pAQI, qui transporte la mutation his G 428 et un gène de résistance 


à la tétracycline (Ames et al., 1975). 


IV.1.3 Vérification des caractères génétiques des souches bactériennes 


Le contrôle de chaque caractère est effectué en duplicate. 
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a) Vérification de la déficience en mécanismes de réparation de l’ADN : mutation en 


uvrB (sensibilité au UV) 


Sur une boîte de Pétri contenant le milieu Tryptone-Soja (TSA, Tryptic Soy Agar) un 
trait de culture de chaque souche étudiée est effectué. La moitié de chaque boîte ensemencée 
est exposée aux ultraviolets (UV) (lampe germicide " Mazda" de 15 watts) à une distance de 33 
cm pendant 6 secondes pour la souche TA1537 et 8 secondes pour les souches TA98, TA100 
et TA102. L’autre moitié est protégée par une plaque de verre. Les boîtes sont ensuite incubées 
à 37 °C pendant 18 h à 24 h. La souche LT2 his G 46 R et la souche sauvage de S. fyphimurium 


sont utilisées comme témoin. 


Le résultat est exprimé par une inhibition de la poussée bactérienne dans la moitié de la 
boîte qui a été exposée aux UV, sauf pour la souche TA102, la souche LT2 his G 46 R et la 


souche sauvage S. typhimurium. 
b) Vérification de la déficience en LPS : mutation en rfa (sensibilité au cristal violet) 


Un volume de 1 à 2 ml d’une culture de 18 h à 37 °C, dilué à 10°* dans du bouillon de 
type Nutrient Broth n°2 (NB n°2), est versé sur une boîte de Pétri contenant du TSA. Après 
inondation de la boîte, l’excès de suspension bactérienne est retiré par pipetage. Un disque 
imprégné du cristal violet à 1 mg/ml est déposé sur la boîte. Les boîtes sont laissées 15 min à 
température ambiante pour pré-diffusion, ensuite incubées à 37° C pendant 18 h à 24 h. La 


souche LT2 his G 46 R est utilisée comme témoin. 


Le résultat est exprimé par la formation d’une zone claire d’inhibition autour du disque 


(environ 14 mm de diamètre), sauf pour la souche LT2 his G 46 RK. 


c) Vérification de la résistance à l’ampicilline des souches porteuses du plasmide pKM101 


et/ou à la tétracycline des souches porteuses du plasmide pAQ1 


Les essais de mutation LPS et la recherche du ou des plasmide(s) sont effectués sur la 
même boîte. Un disque imprégné d’ampicilline à 10 ug/ml est déposé sur les boîtes des souches 
TA1537, TA98, TA100 et TA102. Un disque imprégné de tétracycline à 30 Ul/disque est ajouté 


exclusivement pour la souche TA102. La souche LT2 his G 46 R est utilisée comme témoin. 
Lecture : Ampicilline TA1537 (sensible) 
TA98, TA100, TA102 et LT2 his G 46 R (Résistante) 


Tétracycline TA102 (Résistante) 
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IV.1.4 Mise en culture des souches 


Les souches de S. typhimurium conservées dans le cryoconservateur sont sorties et 
laisser décongeler à température ambiante. Le contenu du cryotube est ensuite transféré 
stérilement dans un flacon de culture à usage unique contenant 20 ml du bouillon nutritif Oxoïd 
n° 2. Puis, 0,5 ml d'une solution d’ampicilline à 1 mg/ml pour les souches TA98, TA100, TA102 
et 0,5 ml d’une solution de tétracycline à 40 ug/ml pour la souche TA102 seulement, sont 
ajoutés. Les flacons sont incubés à 37°C dans un bain-Marie à agitation (120 cycles/min) 


pendant 12 à 13h de façon à obtenir des cultures contenant 1x10° à 2x10° bactéries/ml. 
IV.1.5 Détermination de la cytotoxicité des extraits testés 


Au cours de l’essai principal de mutagénicité, la cytotoxicité est vérifiée par un examen 


microscopique de la pousse du fond et notée par (Figure 20) : 


- : Non toxique (A) 
+ : Faiblement toxique (B) 
++: Moyennement toxique (C) 


+++: Fortement toxique (D) 


N : Pousse nulle (E) 


Figure 20 : Photos de différentes pousses de fond bactérienne pouvant être observées au 


cours du test de mutagénicité. 
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IV.1.6 Essai de mutagénicité 


Plusieurs méthodes permettant de réaliser le test d’ Ames sont décrites. Dans cette étude, 
la méthode d’incorporation directe dans la boîte (méthode standard) est utilisée (Figure 21). 
Cinq doses différentes des extraits sont testées : 50, 150, 500, 1500 et 5000 ug/boîte pour les 
extraits méthanoliques et 10, 30, 100, 300 et 1000 ug/boîte pour les extraits héxaniques. L’essai 


est effectué en absence et en présence d’activation métabolique. 


ee Souche de S. typhimurium Produit d’essai 


du foie pu 
Cofacteurs 
VA Culture dans du bouillon nutritif Concentrations 
? U EE. n° 2 pendant 12 h à 37° C différ entes du 
SO x. produit 
Broyage = 4 


0,5 ml _O0,1ml 0,1 ml 
Traitement de la culture avec le produit d’essai 


(Avec et sans S9 mix) 


2 ml de la gélose 
molle dans 
chaque tube 


Contrôle négatif  Produittesté Contrôle positif 


Ÿ 


Incubation des boîtes à 37° C pendant 48 hà 72h 


Î 
©® 60 66 


: . . # 
Boîtes avec colonies de bactéries révertantes (His ) 


+S9 +S9 


Figure 21 : Représentation schématique du protocole du test d'Ames standard (Kumar et al., 


2018). 


51 


Matériel & méthodes 


a) Sans activation métabolique 


Avec chacune des souches utilisées, la technique suivante est appliquée : 100 ul d’une 
suspension bactérienne provenant d’une culture agitée pendant une nuit à 37 °C et 100 ul de 
l’extrait à étudier à la concentration retenue sont ajoutés successivement à 2 ml de gélose de 
surface, auxquels sont ajoutés 10% d'une solution d'histidine/biotine à 0,5 mM, maintenue en 
surfusion à 45 °C. Le contenu de chaque tube est agité, puis étalé dans une boîte de Pétri 
contenant 20 ml de gélose de fond solidifiée. Après solidification de la surcouche d’Agar, les 
boîtes sont incubées à 37 °C pendant 48 h. Après incubation, le nombre de colonies est 


dénombré pour chaque boîte. Chaque point expérimental est effectué en triple. 
b) Avec activation métabolique 


La méthodologie est la même que celle décrite ci-dessus sauf qu'immédiatement avant 
étalement, on ajoute à la gélose de surface 500 ul du système d'activation métabolique (S9 mix) 


tel que préparé ci-dessous : 


La fraction S9 est un système exogène d’activation métabolique permettant de mimer 
ce qui se passe au niveau hépatique. Rappelons que le foie joue un rôle primordial dans la 
métabolisation des xénobiotiques dû à la présence de nombreuses enzymes. La fraction est 
préparée à l’institut Pasteur de Lille selon la méthode décrite par Ames et al. (1975) chez les 
rats Sprague Dawley mâles et selon les procédures standards opératoires de l’institut Pasteur de 


Lille. 


Une induction enzymatique est provoquée, 5 jours avant le sacrifice, par injection 
intrapéritonéale d’Aroclor 1254 (Origine Monsanto, Saint-Louis - US A) à la dose de 500 mg/kg 
sous forme d'une solution dans l'huile de maïs à 200 mg/ml. La nourriture et l’eau de boisson 
sont données ad-libitum pendant la période d’induction. La nourriture est retirée 12 heures avant 
le sacrifice. Toutes les étapes sont effectuées en milieu stérile sous flux laminaire à O - 4°C. 
Après sacrifice des rats par rupture cervicale suivie d'une saignée, les foies sont aseptiquement 
prélevés et lavés dans une solution de KCI 0,15 M. Ils sont ensuite pesés puis découpés et 
additionnés de KCI 0,15M (le volume de KCI en ml est équivalent à 3 fois le poids du foie en 
grammes). Les foies sont homogénéisés indépendamment à l'aide d'un potter, puis les 
homogénats sont centrifugés à 9000 g pendant 10 minutes à + 4°C. Le surnageant est aliquoté, 


congelé et conservé dans l'azote liquide jusqu'à utilisation. 


Le S9 mix préparé selon Mortelmans & Zeiger (2000) contient pour 1 ml (Tableau 4): 
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Tableau 4 : Composition du S9 mix pour le test d’ Ames. 


Composés Volume (ml) Concentration finale 
S9 0.1 10% 
M£gCb à 0,4 M 0,02 8 mM 
KCI à 1,65 M 0,02 33 mM 
Tampon phosphate à 0,2 M (pH 7,4) 0,5 100 mM 
NADP à 0,1 M 0,04 4 mM 
Glucose-6-phosphate à 1 M 0,005 5 mM 
H20 0,315 - 


Tous les cofacteurs sont filtrés sur membrane stérilisante (filtre Millex 0.45 pm) avant 


utilisation. La fraction S9 de foies ne subit pas cette filtration. Le mélange S9 mix est préparé 


immédiatement avant chaque test et conservé dans la glace pendant toute la durée du test. 


c) Témoins négatifs et positifs 


Parallèlement, des témoins négatifs (contenant 0,1 ml du solvant utilisé : le DMSO pour 


les extraits méthanoliques et l’éthanol pour les extraits héxaniques) sont effectués, 6 boîtes par 


solvant, dans les mêmes conditions (Gatehouse et al., 1994). Des témoins positifs de référence 


appropriés sont également effectués, 3 boîtes par produit de référence 


(Tableau 5). 


Tableau 5 : Témoins positifs de référence utilisés dans le test d’ Ames. 


Sans activation métabolique Avec activation métabolique 
Souches 
Produit Dose (ug/boîte) Produit Dose (ug/boîte) 
TA1537 9-amino-acridine | 50 
TA98 2-nitrofluorène 2 2-anthramine 2 
TA100 Azide de sodium |1 
TA102 Mitomycine C 0,125 Benzo[a]pyrène 2 


d) Contrôles de stérilité du S9 mix et des extraits à tester 


Avant de commencer le traitement, les 3 plus fortes doses de l’extrait étudié, le SO mix 


et la gélose molle de surface sont vérifiés pour leur stérilité par la 


développement d'une pousse de microorganismes. 


recherche d’un éventuel 


33 


Matériel & méthodes 


Pour cela, 0.1 ml des 3 plus fortes doses de l’extrait ou 0.5 m1 du S9 mix sont ajoutés à 
2 ml de la gélose de surface en surfusion. Le mélange est étalé sur une boîte de Pétri contenant 
de la gélose du fond. Les boîtes sont ensuite incubées à 37 °C pendant 48 h. Aucune colonie 


n’est observée ; les résultats sont considérés comme satisfaisants. 
IV.1.7 Lecture des résultats et critères d’acceptation de l’essai 
a) Lecture des résultats 


Après 48 h d'incubation, les colonies de mutants prototrophes qui se sont développées 
dans les boîtes sont dénombrées. Les résultats sont exprimés en nombre moyen de colonies 


révertantes par boîte puis on établit le rapport suivant pour chaque concentration de l’extrait : 


Nombre moyen de révertants par boîte en présence du produit / Nombre moyen de révertants 


par boîte sans produit (témoin négatif). 
b) Critères d’acceptation de l’essai 


> L’extrait à étudier doit être stérile c’est-à-dire à la dose la plus élevée après étalement 
dans les conditions de l'essai de mutagénicité et après 48 h d'incubation à 37 °C, aucune colonie 


ne doit être visible. 


> La moyenne des révertants spontanés (témoin solvant) de chaque souche doit être 


comprise entre les valeurs extrêmes des valeurs témoins historiques (Annexe IT et II). 


> Pour chaque souche, la moyenne des révertants induits par les produits positifs de 
référence (en présence et en absence d'activation métabolique) doit être supérieure à la limite 
inférieure des valeurs historiques correspondantes et l’augmentation doit être statistiquement 


significative (Annexe IV). 
IV.1.8 Critères de décision du pouvoir mutagène 


Dans ces conditions expérimentales et lorsque les critères de validité sont remplis, les 


critères de décision suivants peuvent être utilisés : 
IV.1.8.1 Critères basés sur la significativité biologique 
a) Souche TA1537 


Un produit est considéré mutagène lorsqu'il provoque une réponse positive 


(augmentation du nombre de révertants) proportionnelle à la dose sur au moins 3 concentrations 
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avec, pour la plus forte augmentation, une valeur supérieure ou égale à 3 fois la valeur du témoin 


négatif. 
b) Souches TA98, TA100, TA102 


Un produit est considéré mutagène lorsqu'il provoque une réponse positive 
proportionnelle à la dose sur au moins 3 concentrations avec, pour la plus forte augmentation, 


une valeur supérieure ou égale à 2 fois la valeur du témoin négatif. 
1V.1.8.2 Critères basés sur la significativité statistique 


Parallèlement, les résultats obtenus peuvent être interprétés statistiquement (Mahon et 
al., 1989) par la méthode de Dunnett qui permet de comparer la moyenne des valeurs par dose 
étudiée avec celle du témoin négatif correspondant. Maïs, la signification statistique ne doit pas 
être le seul facteur de décision (OCDE n°471, 1997). Cette méthode est particulièrement 
recommandée au cas où l'on observe une diminution d'une façon marquée du nombre de 


mutants à une ou aux deux plus fortes doses étudiées. 
IV.2 Test d’Ames modifié « treat and wash assay » 


Les extraits montrant un résultat positif dans le test d’ Ames standard sont soumis à un 
test de traitement et de lavage « treat and wash assay » pour vérifier dans quelle mesure la 


présence d’acide aminé histidine dans l'extrait a contribué au résultat. 
IV.2.1 Principe 


Le principe du test d’ Ames modifié est le même que celui du test d’ Ames standard, sauf 
que le S9 mix/tampon phosphate, les bactéries et le produit à tester sont incubés pendant 90 
minutes avant l'ajout de la gélose molle. Cette durée de l'exposition bactérienne sert à 
compenser l'absence d'exposition bactérienne sur les boîtes, car les bactéries ont été lavées pour 
éliminer le produit d’essai avant l’étalement sur boîtes de Pétri contenant le milieu minimum 


(Thompson et al., 2005). 
IV.2.2 Essai de mutagénicité 


L'essai est effectué selon la méthode décrite par Thompson et al. (2005). Les éléments 
suivants sont successivement ajoutés à un tube stérile de 15 ml : 0,05 ml de culture bactérienne, 
0,5 ml de S9 mix ou de tampon phosphate et 0,05 ml de la dilution d’extrait. Ce mélange est 
incubé au bain marie à 37 °C sous agitation (180 rpm) pendant 90 min. Ensuite, 15 ml d'une 
solution de lavage de bouillon nutritif Oxoid n° 2 dans un tampon phosphate (1 :7 v/v) sont 
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ajoutés et les bactéries lavées sont centrifugées à 3000 tr/min pendant 30 min à l’exception de 
la souche TA 102 qui est plus fragile et qui est centrifugée à 2000 tr/min. Tout sauf environ 0,7 
ml du surnageant est retiré et jeté. Puis, 2 ml de la gélose molle de surface sont ajoutés aux 
bactéries remises en suspension dans le surnageant résiduel et étalés dans les boîtes de Pétri 
contenant la gélose de fond. Les boîtes sont incubées à 37 °C pendant 48 heures. Chaque point 


expérimental est effectué en triple. 


Des témoins positifs de référence sont étudiés en parallèle, 3 boîtes par produit de 


référence (Tableau 6). 


Tableau 6 : Témoins positifs de référence utilisés dans le test d’ Ames modifié. 


Sans activation | Sansactivation métabolique | Avec activation | Avecactivation métabolique | 
a mn 
Souches Produit Produit 
= nt 


TA1537 |9-amino-acridine 2-anthramine 

TA98 2-nitrofluorène 2 benzo[a]pyrène 15 
| TA100 | 4-nitroquinoline-N-oxide |benzo[alpyrène | 15 | 
TA102 | Mitomycine C 1 benzo[a]pyrène 20 


IV.3 Test du micronoyau in vitro en microméthode 


Le test du micronoyau in vitro est un test très court, sensible, rapide, pratique et peu 
coûteux qui permet de détecter les cassures chromosomiques et/ou la perte d'un ou plusieurs 
chromosomes (Kirsch-Volders et al., 1997). Ce test est réalisé en présence et en absence 
d’activation métabolique, au cours d’essais indépendants. Le protocole employé est adapté 
selon celui décrit par (Nesslany & Marzin, 1999), sauf que des cellules Iymphoblastoïdes 
humaines TK6 sont utilisées à la place des cellules de lymphome de souris L5178Y. La figure 
22 illustre le protocole depuis la culture jusqu’à l’obtention des lames prêtes pour l’analyse 


microscopique. 
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Culture des cellules Ilymphoblastoïdes humaines TK6 dans du milieu RPMI 10 


| 24hà37 C 


Traitement des cellules avec l’extrait testé 


Traitement court Traitement long 
(Avec ou sans S9 mix) (Sans S9 mix) 


| 3hà 37° C 
Lavage 27 h à 37° C 


| 24 h à 37° C 


Récolte des cellules 


Choc hypotonique 4 minutes à 37 °C 
Fixation des cellules pendant 10 minutes 


Etalement des cellules sur lames 


| Coloration au Giemsa à 2% 


Observation au microscope photonique et comptage des cellules micronuléées 


Figure 22 : Schéma résumant les différentes étapes du test des micronoyaux. 
IV.3.1 Principe 


Lors de la division cellulaire, les cassures chromosomiques ou les altérations du fuseau 
mitotique, consécutives à l’action d’agent génotoxique, peuvent conduire à des anomalies de 
répartition des chromosomes (Kirsch-Volders et al., 2011). Ceci conduit à la présence de 
fragments de chromosomes (effet clastogène) ou de chromosomes entiers (effet aneugène) ; qui 
sont incapables de migrer avec l’ensemble des chromosomes au cours de l’anaphase dans le 
cytoplasme des cellules filles. Une enveloppe nucléaire se forme autour de ces fragments perdus 


ou de ces chromosomes isolés et donne ainsi naissance à des micronoyaux (Figure 23) (Fenech, 
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2000). Ce type d’aberration peut être révélé par une coloration spécifique de l’ ADN (Orsière 
et al., 2008). 


Des cellules TK6 en phase exponentielle de croissance sont exposées aux différentes 
doses du produit à tester dans des microplaques de 96 puits en présence et en absence 
d’activation métabolique lors d’essais indépendants. Parallèlement, des essais de cytotoxicité 
sont réalisés en utilisant le test du MTT dans les mêmes conditions (Voir principe dans la 
section IV.3.6.2a). A la fin de la période d’exposition, les cellules sont soit remises en culture 
(période de recouvrement sans produit d’essai) pour les traitements courts ou exposées pendant 
une période suffisante pour le traitement continu (sans période de recouvrement). Les périodes 
de traitements (avec ou sans recouvrement) couvrent au moins 1,5 cycle de division cellulaire 
pour permettre la formation de micronoyaux en interphase le cas échéant. Après les périodes 
de traitement et de recouvrement, les cellules sont recueillies, fixées, étalées sur lames et 
colorées. Le nombre de micronoyaux pour 2000 cellules mononucléées est déterminé par 
lecture au microscope pour les concentrations pas ou peu cytotoxiques (toxicité ne doit pas 


dépasser 55 +5 %). 
Un produit entraînant une augmentation statistiquement significative du nombre de 
micronoyaux avec au moins un doublement par rapport au témoin négatif avec une relation 
dose-effet est conclu génotoxique dans ce test. 


Agent : 
L : Micronoyau 
énotoxique 


| Effet 
aneugène = (@) 
M A f \ 
a DU A dd \ 
ne, A APE 2 SU 


Effet 
clastogène 


Figure 23 : Principe du test des micronoyaux (Berthelot-Ricou et al., 2013). 
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IV.3.2 Cellules lymphoblastoïdes humaines TK6 


La lignée cellulaire lymphoblastoïde humaine TK6 est obtenue auprès de l'American 
Type Culture Collection (Rockville, États-Unis) et est décrite précédemment (Honma, 2005; 
Liber & Thilly, 1982; Skopek et al., 1978). Cette lignée cellulaire est dérivée de la rate d'un 
patient atteint d'anémie sphérocytaire héréditaire et possède un certain nombre de propriétés 
avantageuses pour les études de génotoxicité : un génome stable, des fréquences de mutations 
spontanées stables, une protéine p53 fonctionnelle et une capacité de croître en culture 
cellulaire. Le temps de doublement moyen des cellules TK6 est de 16 à 18 h. Cette lignée 
cellulaire est l’une des lignées cellulaires recommandées dans la ligne directrice de l'OCDE 
(OCDE n°487, 2016). L’absence de contamination par des mycoplasmes est vérifiée pour 
chacun des lots utilisés lors de la mise en œuvre du test (MycoAlert "T mycoplasma detection 


kit. Lonza Walkersville, Inc.). 
IV.3.3 Mise en culture des cellules 


Une ampoule cryogénique de cellules, conservée à -180 °C dans l’azote liquide 
contenant environ 4 à 5. 10% cellules, est décongelée au bain marie à 37 °C. Les cellules sont 
remises en suspension dans un tube de 50 ml à usage unique avec 30 ml de milieu RPMI 
10 [milieu RPMI 1640 (RPMI O) contenant en concentration finale 10% de sérum 
décomplémenté de cheval, 2 mg/ml de bicarbonate de sodium, 10 ml/I d'acides aminés non 
essentiels, 200 U/m1 de pénicilline, 50 ug/ml de streptomycine, 2,5 ug/ml d'amphotéricine B, 
200 ug/ml de L-glutamine, 200 ug/mIl de pyruvate de sodium et 500 ug/m1l d'acide pluronique] 
afin d’éliminer le DMSO contenu dans le liquide de congélation. Après une centrifugation de 
6 minutes à 1000 tr/min, le surnageant est retiré et remplacé par 30 ml de RPMI 10. Les cellules 
sont remises en suspension par aspiration-refoulement à l’aide d’une pipette de 10 ml à usage 
unique puis transvasées dans un flacon de culture de 75 cm°. Le flacon est vissé légèrement et 
incubé en étuve à 5 % CO: et à 37 °C pendant 24 heures. On obtient alors une densité cellulaire 


de l’ordre de 4 à 5.10° cellules/ml. 
IV.3.4 Dilution des produits 
a) Extraits d’essais 


Les extraits méthanoliques de viande transformée sont solubilisés dans le DMSO à la 
concentration initiale maximale de 50 mg/ml. Tandis que, les extraits héxaniques sont 


reconstitués dans l’éthanol à la concentration initiale maximale de 10 mg/ml. 
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Les solutions-mères ainsi préparées sont ensuite diluées dans le milieu RPMI 10 seul 
(essai sans activation métabolique) ou contenant 10% de S9 mix (essai avec activation 
métabolique) pour obtenir les solutions-filles de 1000 ug/ml pour les extraits méthanoliques et 
de 200 ug/ml pour les extraits héxaniques. La concentration de DMSO ou d’éthanol dans le 
milieu de culture n’excède pas 1% (v/v). Les dilutions successives et l’adjonction des cellules 


sont effectuées suivant un rapport de 2 comme indiqué en IV.3.5a. 
b) Témoins positifs 
Essai sans activation métabolique 


La mitomycine C (produit de référence clastogène) et la griséofulvine (produit de 
référence aneugène) sont utilisées en duplicate comme témoin positif à 0,2 ug/ml et à 5 ug/ml 
respectivement, dans le traitement continu de 27 heures sans période de recouvrement. Tandis 
que, dans le traitement de 3 heures suivi de 24 heures de recouvrement, la mitomycine € à 0,5 


ug/ml est utilisée. 
Essai avec activation métabolique 


La cyclophosphamide (produit de référence clastogène) est utilisée en duplicate à 5 


ug/ml dans le traitement de 3 heures suivi de 24 heures de recouvrement. 
c) Témoins négatifs 


Des cultures cellulaires également réalisées en triplicate en présence du solvant utilisé 
(DMSO ou éthanol) avec ou sans S9 mix sont utilisées comme témoin solvant. Le témoin 
négatif reçoit la même quantité de solvant que celle utilisée dans les cultures traitées, c’est-à- 


dire 1 % de DMSO ou d’éthanol. 
d) Préparation du S9 mix 
Le S9 mix préparé selon Kirkland et al. (1989) contient pour 1 ml (Tableau 7) : 


Tableau 7 : Composition du S9 mix pour le test des micronoyaux in vitro. 


Composés Volume (ml) Concentration finale 
S9 0,4 40 

KCI à 150 mM 0,2 30 mM 

NADP à 25 mg/ml 0,2 5 mg/ml 
Glucose-6-phosphate à 180 mg/ml | 0,2 36 mg/ml 
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Le S9 mix est préparé dans un tube à usage unique stérile extemporanément à l'essai. 


Celui-ci est ensuite dilué au 1/10°"° dans le RPMI 10 pour obtenir le [RPMI 10 + 10 % S9 mix]. 
IV.3.5 Traitement 


Trois essais de génotoxicité couplés à des essais de cytotoxicité sont réalisés en 


duplicate : 


- Un traitement de 3 heures avec activation métabolique suivi d'un temps de recouvrement de 


24 heures (Essai noté S9+ 3h/+24h), 


- _ Un traitement de 27 heures sans activation métabolique, avec la récolte immédiatement après 


(Essai noté S9- 27h/+0h), 


- _ Un traitement de 3 heures sans activation métabolique suivi d'un temps de recouvrement de 


24 heures (Essai noté S9- 3h/+24h). 


Les schémas de traitement sont déterminés selon la ligne directrice de l'OCDE (OCDE 


n°487, 2016). 
a) Dilutions en microplaques 


Deux microplaques sont utilisées par type d’essai : 1 plaque pour l’essai de génotoxicité 


et 1 plaque pour l’essai de cytotoxicité (Figure 24). 


1. Distribution de 100 ul (cytotoxicité) ou 200 ul (génotoxicité) de la solution-fille dans le 


premier puits de 2 rangées successives, 


2. Distribution de 50 ul (cytotoxicité) ou 100 ul (génotoxicité) de RPMI 10 (S9°) ou RPMI 10 
+ 10 % S9 (S9*) dans tous les autres puits, 


3. Prélèvement de 50 ul (cytotoxicité) ou 100 pl (génotoxicité) du premier puits à l’aide d’une 


pipette multicanaux et dilutions de puits en puits par aspiration-refoulement, 
4. Rejet de 50 ul (cytotoxicité) ou 100 ul (génotoxicité) du dernier puits. 
b) Adjonction des cellules 


Après dénombrement des cellules TK6 à l’hématimètre de Mallassez, une suspension 
cellulaire de 6.10° cellules/ml est préparée. Un volume de 50 ul (cytotoxicité) ou 100 pl 
(génotoxicité) de cette suspension est ajouté à la plaque correspondante. Les plaques sont 


ensuite incubées dans l’étuve à CO» à 37 °C. 
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Puits recevant la 
SF (4) 


000000000000 : 
600000000080 Puits recevant le 


RPMI 10 + 10 % S9 (5) 


RPMI 10 +10 % S9 


(1) : Solution d’extrait méthanolique (dissous dans le DMSO) à 50 mg/ml ou solution d’extrait héxanique 
(dissous dans l’éthanol) à 10 mg/ml ; 

(2) : 0,025 mil de SM dans 1,225 ml de RPMI 10 (59°) ou [RPMI 10 + 10 % S9] (S9*) ; 

(3) : 0,2 ml de SF pour les plaques génotoxicité ou 0,1 ml de SF pour les plaques cytotoxicité ; 


(4), (5) : 0,1 ml pour les plaques génotoxicité ou 0,05 ml pour les plaques cytotoxicité. 
Figure 24 : Schéma général de traitement pour le test du micronoyau in vitro en 


microméthode. SM, solution-mère ; PD, pré-dilution ; SE, solution-fille. 
c) Fin de traitement 


A la fin de la période de traitement, les plaques sont centrifugées à 1000 tr/mn pendant 
6 minutes. Le milieu de traitement est éliminé par retournement. Les cellules remises en 
suspension, en tapotant légèrement chaque plaque puis lavées en ajoutant 200 ul de milieu 
RPMI 10, afin d’enlever le produit d’essai. Après lavage, 100 ul (cytotoxicité) ou 180 ul 
(génotoxicité) de milieu RPMI 10 sont à nouveau ajoutés, pour remise des cellules en 
suspension puis les plaques sont réincubées pendant 24 heures pour les traitements court suivi 
d’un temps de recouvrement [(S9+ 3h/+24h) et (S9- 3h/+24h)] afin de permettre la formation 


éventuelle de micronoyaux. 
1V.3.6 Récolte 
IV.3.6.1 Essai de génotoxicité 


A la fin de la période de recouvrement, les plaques sont centrifugées 6 minutes à 1000 
tr/mn, le milieu de culture est retiré par retournement et remplacé par 180 ul de milieu de lavage 
(RPMI 0 + 0,1% d’acide pluronique). Après centrifugation pendant 6 minutes à 1000 tr/mn et 
élimination du milieu de lavage, les cellules subissent ensuite un choc hypotonique en ajoutant 
140 ul de milieu hypotonique (RPMI O dilué au 72 dans l’eau distillée + 0,1% d’acide 


pluronique) pendant exactement 4 minutes à température du laboratoire, afin de faire gonfler 
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les cytoplasmes ce qui rend plus facile la détection des micronoyaux au microscope. A la fin de 
cette période, les cellules sont « pré-fixées » par l’ajout de 40 ul de fixateur (3 volumes 
d’éthanol absolu + 1 volume d’acide acétique) avant de centrifuger les plaques à nouveau, afin 
d’arrêter le choc hypotonique. Après élimination du surnageant, les cellules obtenues sont alors 
fixées par l’ajout de 140 ul de fixateur pendant au moins 10 minutes. A l’aide d’une pipette 
Pasteur, les cellules sont dispersées par aspiration-refoulement et étalées gouttes à gouttes sur 
la lame préalablement embuée et identifiée par gravure. Les lames sont laissées à température 


ambiante pour sécher. 
IV.3.6.2 Essai de cytotoxicité 


La cytotoxicité est évaluée à l'aide d'un test colorimétrique au bromure de 3-(4,5- 
diméthylthiazole-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium (MTT). Ce test est effectué afin de déterminer 
la dose maximale non cytotoxique dans les conditions du test de micronoyau qui est retenue 
comme la dose maximale à étudier. Le protocole du test appliqué est celui recommandé par 


Mosmann (1983) et Borenfreund et al. (1988). 
a) Principe 


Le test du MTT est basé sur la mesure de l'activité enzymatique des mitochondries 
(Mosmann, 1983). Dans les cellules viables et actives, le sel de tétrazolium MTT est converti 
par la succinate déshydrogénase en cristaux de formazan de couleur violet insolubles. Ces 
cristaux de formazan formés sont solubilisés et sont ainsi analysables par spectrophotométrie à 
une longueur d'onde de 550 nm. L'absorbance est directement proportionnelle au nombre de 


cellules viables. 
b) Essai 


Les plaques de cytotoxicité sont centrifugées 6 minutes à 1000 tr/mn et le milieu est 
éliminé par retournement. Une solution de MTT à 5 mg/ml est préparée dans du tampon 
phosphate salin (PBS, Phosphate Buffered Saline). Cette solution est alors diluée au 1/10°"° 
dans du milieu Dulbecco sans rouge de phénol. Un volume de 100 ul de cette solution (0,5 
mg/ml) est ajouté dans chaque puit préalablement vidé et les cellules sont incubées pendant 90 
minutes à 37 °C sous 5 % CO2. Après ce temps de contact, les plaques sont centrifugées 15 
minutes à 1500 tr/min et le milieu au MTT est enlevé et remplacé par 100 pl d’un mélange 
Isopropanol / HCI 1 N (23 vol / 1 vol). Les plaques sont placées sous agitation sur agitateur de 


plaque jusqu’à dissolution complète des cristaux de formazan. Après le transfert des solutions 
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dans une plaque à fond plat à l’aide d’une pipette multicanaux, les absorbances sont ensuite 
mesurées sur un lecteur de plaques (Thermo Labsystems, USA) à 550 nm de longueur d’onde 
de mesure et 620 nm de longueur d’onde de référence. Les résultats sont exprimés en 


pourcentage de survie relative (% SR). Le rapport suivant est établi pour chaque concentration: 


Absorbance moyenne des cellules traitées 
OR  — —  — —  __—  —]  _——_" "100 
Absorbance moyenne des cellules contrôles 


Selon la ligne directrice de l'OCDE n° 487, un produit est déclaré non toxique quand le 


pourcentage de survie relative est > 55 +5. 


En fonction des données obtenues lors de l’évaluation de la cytotoxicité, les doses pour 


lesquelles l’évaluation génotoxique sera effectuée sont sélectionnées. 


Trois concentrations non cytotoxiques sont retenues pour la détermination de la 


fréquence des cellules micronucluéées dans l’étude de génotoxicité (OCDE n°487, 2016). 
IV.3.7 Coloration 


Après au moins 24 heures de séchage à l'air ambiant, les lames sont colorées par une 
solution de Giemsa à 2 % dans l’eau pendant 10 minutes. Elles sont ensuite abondamment 
rincées à l’eau courante puis brièvement à l’eau déminéralisée. Une lamelle est montée sur 


chaque lame à l’aide d’Eukitt. 
1V.3.8 Lecture 


Les lames sont codées, puis lues à l’aveugle au microscope optique à immersion au 
grossissement X 500. Les micronoyaux sont dénombrés pour 1000 cellules mononucluéées, 
ayant un cytoplasme bien préservé, par lame, à raison de deux lames par dose (soit au total 2000 


cellules mononucluéées par dose). 


Les critères de sélection de micronoyaux suivis sont ceux définis par Miller et al. 


(1995) : 


e Le micronoyau doit être situé à l’intérieur du cytoplasme, 

e Le diamètre du micronoyau doit être inférieur au 1/3 du diamètre du noyau principal, 

e Il doit avoir une intensité de coloration < à celle du noyau principal, 

e Il doit être clairement entouré par une membrane nucléaire, 

e Ilne doit pas être réfringent sous la lumière du microscope et doit être distinct des artéfacts, 


comme les dépôts de colorant et autres, 
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e Ilne doit pas être lié ou rattaché au noyau principal par un pont nucléoplasmique. 


Pour exclure les phénomènes d’apoptose ou de fragmentation d'ADN (pouvant être 
étudiés par le biais d'autres méthodes), les cellules mononucluéées contenant plus de 5 


micronoyaux ne sont pas comptabilisées. 
IV.3.9 Critères d’acceptation des résultats 
Une étude est acceptée si les critères suivants sont remplis : 


> Le nombre moyen de cellules micronucléées observé chez les témoins négatifs est inclus 
dans l’intervalle des témoins historiques du laboratoire (Annexe V), 

> Le nombre moyen de cellules micronucléées observé chez les témoins positifs est inclus 
dans l’intervalle des témoins historiques du laboratoire et produit une augmentation 
statistiquement significative par rapport aux témoins négatifs (Annexe V), 

> Un nombre suffisant de cellules doit être analysé pour au moins trois concentrations de 
produit, 

> La plus forte concentration du produit d’essai doit présenter une survie relative de cellules > 


53:45 0% 
IV.3.10 Interprétation des résultats 


Pour chacune des doses testées, une comparaison statistique du nombre moyen de 
micronoyaux pour 2000 cellules mononucléées par rapport au témoin négatif est réalisée en 
utilisant le test du k. Si les valeurs du p sont inférieures à 0,05%, les résultats sont considérés 


comme statistiquement significatifs par rapport au témoin négatif. 


Un produit est classé comme étant génotoxique vis-à-vis des cellules de lymphome 
humain TK6 en culture s'il induit une augmentation statistiquement significative du nombre de 
micronoyaux par rapport au témoin négatif, si cette augmentation comporte au moins un 


doublement par rapport au témoin et s'il existe une relation dose-effet. 


Dans quelques cas limites, une comparaison entre le nombre de micronoyaux induits 
par le produit d’essai et les témoins historiques du laboratoire est utilisée. En effet, une 
augmentation de chaque valeur individuelle qui est supérieur à la limite des témoins historiques 


(Annexe V) peut aider à supporter une conclusion comme « faiblement » génotoxique. 
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IV.4 Test des comètes 


Le test des comètes est une technique d’électrophorèse de nucléoïdes isolés en microgels 
d’agarose qui permet en condition alcaline (pH > 13) la détection des CSBs et CDBs ainsi que 


l’expression des sites alcali-labiles de la molécule d'ADN. 


Dans cette étude, ce test est réalisé uniquement en absence d’activation métabolique. Le 
protocole utilisé est basé sur la méthode décrite par Singh et al. (1988). La composition des 


différents tampons utilisés pour cet essai est détaillée dans l’annexe I. 
IV.4.1 Principe 


Le test des comètes est basé sur la capacité des petits fragments d'ADN, présents 
lorsqu'il y a des cassures, à migrer plus rapidement que l’ADN intact. Les noyaux non 
endommagés se présentent sous une forme sphérique « sans queue » alors que la présence de 
cassures de l’ ADN entraîne la formation de noyaux en forme de comètes « avec queue » d’où 


le nom du test. 


Des cellules intestinales Caco-2 sont traitées avec différentes doses du produit à étudier 
dans des microplaques 24 puits en absence d’activation métabolique pendant 4 heures ou 24 
heures. Après la détermination de la viabilité cellulaire par la technique au bleu de Trypan (Voir 
principe en IV.4.8.a), les cellules sont mélangées avec de l’agarose et sont ensuite déposées sur 
des lames de microscope préalablement couvertes d’un gel d’agarose. Une incubation de ces 
lames dans un tampon contenant des détergents et une forte concentration en sel permet la 
destruction des membranes cellulaires et nucléaires de façon à obtenir des nucléoïdes contenant 
l’ADN superenroulé. Les lames sont ensuite mises à incuber dans un tampon alcalin pour 
permettre la dénaturation de l’ADN double-brin. Après l’application d’un champ électrique, 
l'ADN présentant des cassures migrent plus rapidement que l’ADN intact. Une étape de 
neutralisation est nécessaire pour permettre le marquage de l’ ADN à l’aide d’agents intercalants 
comme le bromure d’éthidium. Le taux de cassures est défini par le pourcentage d'ADN dans 
la queue de la comète. Ce pourcentage est calculé à l'aide de logiciels de traitement d'images 


(Azqueta & Collins, 2014; Moller, 2006). 
IV.4.2 Cellules Caco-2 


Les cellules Caco-2 (Cancer coli-2) constituent une lignée cellulaire tumorale humaine 


d'origine intestinale isolée d'un adénocarcinome colique. Elles sont la lignée cellulaire la plus 


66 


Matériel & méthodes 


utilisée pour simuler la barrière épithéliale intestinale (Akik, 2017). Elles sont principalement 


utilisées comme modèle de la barrière épithéliale intestinale. 


Les cellules Caco-2 sont cultivées en routine dans du milieu RPMI 1640 (ou Dulbecco's 
Modified Eagle Medium, DMEM) dans lequel sont ajoutés 10 % de sérum de veau fæœtal, 1 % 
d'acides aminés non essentiels, 50 uM de thioglycérol et 25 mg/ml de l’antibiotique 
gentamycine (milieu complet). Les cellules Caco-2 doivent être maintenues à 37 °C dans une 


atmosphère humidifiée contenant 5 % de CO2 (Lea, 2015). 


Une des voies principales d’exposition aux contaminants alimentaires est la voie 
digestive. La lignée cellulaire Caco-2 représente donc un bon modèle d’exposition pour cette 


étude. 
IV.4.3 Mise en culture des cellules Caco-2 


Une ampoule de cellules est décongelée et mise en culture dans une flasque de 75 cm? 
contenant 15 ml du milieu complet, puis incubée à 37 °C sous 5 % de CO. Le milieu de culture 
doit être changé tous les trois jours. À confluence de 80 %, le tapis cellulaire est rincé par 15 
ml de la solution saline équilibrée de Hanks (HBSS, Hanks’ Balanced Salt Solution) afin 
d'éliminer les éventuelles cellules mortes puis trypsiné en ajoutant 3 ml de la solution de 
trypsine/EDTA pendant 5 minutes à l’étuve (37°C, 5 % de CO2) afin de décoller les cellules 
(l'incubation avec la trypsine doit être aussi courte que possible car ce processus peut affecter 
la viabilité cellulaire). Dès que les cellules sont détachées, l’action de la trypsine est stoppée en 
ajoutant 6 ml du milieu complet contenant du sérum de veau fœtal. La suspension cellulaire est 
ensuite transférée dans un tube conique de 15 ml et centrifugée à 1800 rpm pendant 10 minutes. 
Le culot est alors repris par 3 ml du milieu complet et 10 ul de cette suspension sont prélevés 
pour un comptage cellulaire au bleu de Trypan en cellules de Malassez (Voir principe IV.4.8a). 
Après le comptage de la suspension cellulaire, une dilution avec le milieu complet est effectuée 


pour avoir une concentration cellulaire finale de 5.10 cellules/ml. 
IV.4.4 Pré-culture des cellules en plaques 


Les cellules sont mises en culture dans des plaques 24 puits, à raison de 50 000 
cellules/puit. Les plaques sont immédiatement incubées à l’étuve à 37 °C avec 5% de CO2 


pendant 24 h afin de permettre l’attachement cellulaire. 
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IV.4.5 Dilutions des produits 


Les extraits méthanoliques et les extraits héxaniques sont préalablement reconstitués 
dans le DMSO à la concentration initiale maximale de 50 mg/ml et dans l’éthanol à la 


concentration de 10 mg/ml, respectivement. 


Les solutions-mères ainsi préparées sont ensuite diluées dans le milieu complet pour 
obtenir les solutions-filles de 500 ug/ml pour les extraits méthanoliques et de 100 ug/ml pour 
les extraits héxaniques. La concentration de DMSO ou d’éthanol dans le milieu de culture 


n’excède pas 1 % (v/v). 


Le peroxyde d'hydrogène (H202) (témoin positif) à la concentration initiale de 10 mM 
est dilué directement dans le milieu complet (10 pl d’H2O2 à 10 mM dans 490 pl du milieu 


complet) ce qui donne une concentration finale de 200 mM. 


Des cultures cellulaires également réalisées en duplicate en présence du solvant utilisé 
(DMSO ou éthanol) sont utilisées comme témoin solvant. Le témoin négatif reçoit la même 
quantité de solvant que celle utilisée dans les cultures traitées, c’est-à-dire 1 % de DMSO ou 


d’éthanol. 
IV.4.6 Traitement 


Deux essais de génotoxicité selon les recommandations de Tice et al. (2000), couplés à 
des essais de cytotoxicité, sont réalisés en absence d’activation métabolique (au cours d’essais 


indépendants) : 


> Un traitement de 4 heures, 


> Un traitement de 24 heures. 
Deux puits par concentration sont prévus. 
a) Dilutions en microplaques 


Après 24 heures d’incubation des cellules dans des plaques, le milieu de culture est 
éliminé et les cellules sont lavées par du HBSS. Elles sont ensuite exposées aux concentrations 
choisies de l’extrait à tester. Le milieu complet, les solutions-filles des extraits à étudier et les 


témoins sont ajoutés aux puits comme suit (Figure 25) : 
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Puits recevant 500 ul de SF 


Puits recevant 250 pl de 
SF et 250 ul du milieu 
complet 


Fe Puits recevant 125 pl de 
Milieu complet SF et 375 pl du milieu 
complet 
(1) : Solution d’extrait méthanolique (dissous dans le DMSO) à 50 mg/mIl ou solution d’extrait héxanique 
(dissous dans l’éthanol) à 10 mg/ml ; 
(2) : 20 ul de SM dans 1980 ul du milieu complet ; 


Figure 25 : Schéma général de traitement pour le test des comètes. SM, solution-mère ; PD, 


pré-dilution ; SE, solution-fille ; T-, témoin négatif ; T+, témoin positif. 


- Distribution de 495 ul du milieu complet et 5 ul de témoin solvant (DMSO ou éthanol) 


dans le premier puits des 2 premières rangées (duplicate), 


- Distribution de 490 ul du milieu complet et 10 ul de témoin positif (H2O2) à 10 mM 


dans le deuxième puits (duplicate), 10 minutes avant la fin de temps d’incubation, 


- Distribution de 500 ul de la solution-fille de 100 g/ml ou 500 u1g/mI1l dans le troisième 
puits (duplicate), 


- _ Distribution de 250 pl du milieu complet et 250 ul de la solution-fille de 100 pg/ml ou 
500 ug/ml, ce qui permet d’obtenir une concentration finale de 50 ug/ml ou 250 ug/ml, 


respectivement, dans le quatrième puits (duplicate), 


- Distribution de 375 ul du milieu complet et 125 ul de la solution-fille de 100 pg/ml ou 
500 ug/mIl, ce qui donne une concentration finale de 25 ug/ml ou 125 ug/ml, respectivement, 


dans le cinquième puits (duplicate). 
Les plaques sont incubées à 37 °C sous 5% CO pendant 4 heures ou 24 heures. 
IV.4.7 Récolte 


À la fin de la période de traitement (4 heures ou de 24 heures), les milieux de traitement 
sont aspirés à l’aide d’une pipette de 10 ml à usage unique. Les tapis cellulaires sont ensuite 
rincés par du HBSS et trypsinés par 250 ul de la solution de trypsine/EDTA pendant 10 minutes 


à l’étuve (37 °C, 5% de COù). L'effet de la trypsine est arrêté en ajoutant 500 pl du milieu 
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complet. À la fin de cette période, les cellules sont homogénéisées par aspiration-refoulement 
pour déstructurer les amas de cellules et recueillies dans un tube Eppendorf puis, pour chaque 
concentration, la viabilité est estimée par la technique au bleu de Trypan avant de suivre la 
procédure de préparation des lames pour le test des comètes (Voir IV.4.8.b). 10 ul de suspension 
cellulaire sont prélevés pour le test d’exclusion au bleu de Trypan et le reste de la suspension 


est centrifugé à 1000 rpm pendant 10 minutes. 
1V.4.8 Essai de cytotoxicité 


La cytotoxicité est évaluée en utilisant la technique d’exclusion du bleu de Trypan. Le 


protocole utilisé est adapté à celui de Strober (2015). 
a) Principe 


Le test au bleu de Trypan repose sur l’intégrité membranaire des cellules. Le bleu de 
trypan est un colorant anionique exclu des cellules vivantes. Il pénètre et se concentre dans les 
cellules mortes dont la membrane cellulaire est lésée, les colorant en bleu. La détermination de 
la viabilité cellulaire est réalisée par numération en hématimètre de Malassez en comptabilisant 


les cellules vivantes (réfringentes) et les cellules mortes (colorées en bleu) (Strober, 2015). 
b) Essai 


Un aliquote de 10 ul de la suspension cellulaire est mélangé avec 10 ul de la solution 
du bleu de Trypan à 0,4 %. Successivement, le mélange est étalé sur l’hématimètre de 
Mallassez. Les cellules vivantes et les cellules mortes sont comptées au microscope optique à 


un grossissement de X100. Le pourcentage de viabilité est calculé comme suit : 


Nombre total de cellules vivantes en fin de traitement 


% de viabilité — 100 


——————————_————_—_—_——————————————————————————————— *# 
Nombre total de cellules (vivantes + mortes) en fin de traitement 


Suivant les recommandations d’un panel d’experts, la diminution de la viabilité ne 
devrait pas être supérieure à 30 % par rapport au témoin négatif. C’est-à-dire le pourcentage de 


viabilité doit être supérieur à 70 % (Tice et al., 2000). 


Une fois le pourcentage de viabilité établi, seules les concentrations assurant une 


viabilité supérieure à 70% sont ensuite utilisées pour l’essai de comètes. 


70 


Matériel & méthodes 


IV.4.9 Essai de comètes 


Les principales étapes de l’essai sont représentées dans la figure 26, et sont décrites dans 
la suite du chapitre. Toutes les étapes sont effectuées sous un éclairage jaune pour éviter les 


dommages artéfactuels à l’ ADN causés par la lumière. 


ingle cells + 1% LMPA 
[e Coplin Jar 


| pe id 


ais 
| : - Electrophoresis tank with 
| pote buffer (NaOÏ + EDTA)  Slides Processcd 
a — — Neutrali 
|e .o8e°° Lysi Electrophoresis  Anode Cathode 
| [ ee . ss, —> () (+) gro Comets 
Remove coverslip pH 10 pH>13 Stain (EtBr) 
ii, Add 0.5% LMPA Unwinding and Electrophoresis Komet 5.0 software 
ii. Put coverslip (20min / 30 min, 0.75 V/cm;, 300mA) 
iv. 5 min. on ice packs 
SOOODMTITS cells sandwiched Lysis X100) 
Liseoo oo between agarose  (2hrs -overnight) 
Prepared slide layers 
Cell Broken plasma 
* P s E Gris Lacs 
— (EE R membrane, —— : ; er SE ad 
Ph 47 perforated nuclear e ee. : ad 
Nucleus RS membrane ds 
Neutralization allows 
Normal Cell Lysed Cell hair pin loops, which 


bind EtBr dye° 


Figure 26 : Protocole schématisé de l’essai de comète (Bajpayee et al., 2013). 
IV.4.9.1 Préparation des lames 


Après centrifugation de la suspension cellulaire à 1000 rpm pendant 10 minutes, le culot 
de cellules en tube Eppendorf est mis en suspension dans 150 pl d’agarose à bas point de fusion 
(Low Melting Agarose, LMA) à 0,5 % préparé dans du PBS maintenu en surfusion à 37°C, puis 
mélangé délicatement par aspirations refoulements. Ce mélange cellule-agarose est inclus « en 


sandwich » entre deux autres couches de gel d’agarose comme le montre la figure 27 ci-dessous. 


Couches d’agarose 


LR, / gum  Cellules- agarose 
Lame de mICrOSCOpIe md 


Figure 27 : « Un sandwich » de trois couches d’agarose. 


La veille de l’essai, on fait fondre une solution d’Agarose Normale (Normal Agarose, 
NA) à 1 % préparé dans du PBS au micro-onde et on la verse dans un bécher puis on y plonge 


délicatement les lames destinées au test. On les dispose alors horizontalement sur une surface 
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bien plane jusqu’à durcissement. Cette première couche d’agarose permet d’assurer l’adhérence 


de la totalité du « sandwich » à la lame. 


Le jour de l’essai, on dépose 75 ul de la suspension cellulaire en LMA sur la lame 
préparée la veille que l’on couvre immédiatement d’une lamelle 24 x 32 mm bien à plat. Le 
tout est déposé sur un lit de glace jusqu’à durcissement complet de l’agarose. La lamelle est 
ensuite enlevée délicatement et une troisième couche d’agarose est ajoutée (85 uL de LMA à 
0,5%) sur la lame. On dépose immédiatement une nouvelle lamelle et on replace une dernière 
fois la lame sur le lit de glace jusqu’à durcissement de l’agarose (10 à 15 minutes). Cette 


dernière couche, facultative, permettrait de « protéger » le tout, évitant une perte de cellules ou 


même de fragments d'ADN. 
IV.4.9.2 Lyse des membranes cellulaires et nucléaires 


Une fois la dernière couche d’agarose prise en masse, les lamelles sont retirées et les 
lames sont ensuite plongées dans la solution de lyse contenue dans des bacs prévus à cet effet 
(NaCI à 2,5 M, Na2 EDTA à 100 mM, Trizma base à 10 mM, 10 % de DMSO et 1% de Triton- 
X 100). Ces bacs sont conservés pendant 1 heure à + 4° C à l’obscurité. Il est recommandé de 
maintenir la solution de lyse à basse température afin de ne pas déstabiliser le gel d’agarose. La 


solution de lyse est donc maintenue au réfrigérateur avant et pendant son utilisation. 


Le chlorure de sodium (NaCT) provoque la dégradation des protéines nucléaires, dont 
les histones, ce qui va relaxer la molécule d’ADN. Par ailleurs, l’éthylènediaminetétraacétate 
disodique (Na2 EDTA) inhibe les nucléases, enzymes qui dégradent l’ ADN, en complexant les 
cofacteurs métalliques (calcium et/ou magnésium) et le Trizma base assure les conditions 
alcalines (Kienzler, 2013). Le Triton X-100 est un détergent qui va provoquer la destruction 


des membranes cellulaires et nucléaires (Fairbaïrn et al., 1995). 


L’ADN est ainsi mis à nu, et est particulièrement sensible. Un antioxydant, le DMSO 
est ajouté dans la solution de lyse pour prévenir la formation des radicaux libres de l’oxygène 


qui sont susceptibles d’altérer l’intégrité de l’ ADN (Kienzler, 2013). 
IV.4.9.3 Dénaturation et électrophorèse 


À la fin de la lyse, les lames sont déposées dans une cuve d’électrophorèse horizontale 
puis, le tampon d’électrophorèse fraîchement préparé (60 ml de NaOH à 10N, 10 ml de Na 
EDTA à 200 mM et de 2 litres d’eau distillée à 4° C, pH>13) est versé délicatement dans la 


cuve jusqu’à immersion complète des lames. Les lames sont maintenues dans ce tampon 
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pendant 20 minutes. Le pH basique du tampon d’électrophorèse va rompre les liaisons 
hydrogènes entre les deux brins de la molécule d'ADN (dénaturation), qui va passer d’une 


forme bicaténaire à une forme monocaténaire. 


Après ce temps de dénaturation terminé, les lames sont soumises à un champ électrique 
de 25 V et 300 mA dans le même tampon pendant encore 20 minutes. Le champ électrique 
oriente l’ ADN vers l’anode du fait de la charge négative des groupements phosphates associés. 
Les fragments d'ADN beaucoup plus légers seront entraînés plus loin, formant ainsi une 


traînée ; la queue de la comète. 


Lors de la dénaturation et la migration, la cuve est déposée sur un lit de glace afin que 


les variations de température ne perturbent pas la migration. 
IV.4.9.4 Neutralisation et déshydratation 


À la suite de la migration, les lames sont rincées au moyen d’une solution de tampon 


Tris (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) pendant 5 minutes ; cette opération est répétée 2 fois. 


Cette étape permet un réappariement partiel des brins de la molécule d’ADN et élimine 
les sels et les détergents qui entraîneraient lors de la lecture un bruit de fond important 
(Zennouche, 2005). Les lames sont ensuite déshydratées par un bref rinçage à l’éthanol absolu, 
mises à sécher à l’air libre pendant 12 heures et stockées pour lecture ultérieure (environ 6 


mois). 
1V.4.9.5 Coloration 


On dépose 100 uL de bromure d’éthidium, agent intercalant et marqueur fluorescent 
permettant de révéler les fragments d'ADN, à 2 ug/ml sur les lames et on observe 
immédiatement la totalité de la lame. Le bromure d’éthidium a pour avantage de permettre 
d’obtenir des images de très bonne qualité avec un contraste élevé entre l'ADN et l'agarose ainsi 


qu'un faible bruit de fond (Zennouche, 2005). 
1V.4.9.6 Lecture et analyse des lames 


Les lames colorées sont observées au microscope à fluorescence (Leica Microscopy et 
Scientific Instruments Group, Heerbrugg, Suisse) avec un grossissement de X 200. L’examen 
des comètes s’effectue grâce à une caméra CDD (Hitachi KP-MIEK/KINIEM) connectée au 
système d’analyse d’images couplé à un logiciel d’analyses d’images (Kinetic Imaging Ltd., 


Komet, version 5). Ce dernier fournit pour chaque comète formée plusieurs paramètres. Mais 
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les quatre paramètres le plus souvent pris en compte par les auteurs dans la bibliographie sont 


(Foltete, 2010) : 


e Le pourcentage d'ADN dans la queue de la comète (% Tail DNA) : il reflète le taux 
d’ADN dégradé par rapport à l’ ADN total ; 


e La longueur de la queue de la comète (Tail Length) en um : elle représente selon les 
auteurs, soit la longueur totale de la comète (Miyamae et al., 1997), soit la distance à 
partir du centre de la tête jusqu'à la fin de la queue (Olive et al., 1991) ou bien 


strictement la longueur de la queue de la comète ; 


e Le moment de queue de la comète (Tail Extent Moment) en um : c’est le produit du 
pourcentage d'ADN dans la queue de la comète avec la longueur de la queue de la 


comète ; 


e Le moment d'Olive (Olive Tail Moment) : c’est le produit du pourcentage d'ADN dans 
la queue de la comète avec la distance entre les centres de gravité de la queue et de la 


tête (Olive et al., 1991). 


Dans cette étude, le paramètre choisi pour exprimer la génotoxicité est le pourcentage 
d’ADN dans la queue de la comète (% Tail DNA), car il est considéré comme le paramètre le 
plus informatif et le plus fiable : il représente exactement ce que nous désirons connaître, c’est 
à dire le taux de dégradation de l’ ADN (Kumaravel & Jha, 2006; Lovell & Omori, 2008; 
Olive & Durand, 2005). De plus, le % Tail DNA est le paramètre recommandé par le 4h 
International Workshop on Genotoxicity testing pour décrire les dommages à l’ ADN dans les 
études réglementaires (Kumaravel et al., 2009). Ce paramètre tient compte à la fois l’intensité 
de la fluorescence dans la tête et dans la queue de la comète (% d’ADN dans la queue = Intensité 


de fluorescence dans la queue/ Intensité totale dans la comète (queue + tête) x 100). 


Pour chaque dose, quatre lames ont été analysées. Sur chaque lame, 25 noyaux sont lus 
« en aveugle » sur la partie centrale du gel d’agarose. L’analyse est semi-automatique : les 


cellules sont sélectionnées une à une en balayant la lame sous le microscope. 


Les résultats correspondent à la moyenne de % d'ADN des comètes + écart-type. Les 
figures 28 et 29 ci-dessous présentent l’écran de travail du logiciel ainsi qu’une comète 


sélectionnée et analysée par le logiciel Komet 5-Kinetic Imaging. 
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Figure 28 : Ecran de travail du logiciel d’analyse d’images Komet 5-Kinetic Imaging. 


Bruit de fond 


Cellule 


Figure 29 : Une comète sélectionnée et analysée par le logiciel Komet 5-Kinetic Imaging 
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Résultats & discussion 


Une partie des résultats présentés dans ce chapitre a fait l’objet d’une publication parue 


dans le journal « Toxicology in vitro ». 


Dans ce chapitre, l’ensemble des résultats obtenus à l'issue des différentes 


expérimentations menées est exposé. 
Extraction et rendement en extraits secs 
Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur et son rendement. Ces éléments sont 
présentés dans le tableau 8. 


Tableau 8 : Couleur et rendement des extraits de produits de viandes transformées. 


Produits étudiés Solvant d’extraction | Couleur Rendement % 
Corned-beef fabriqué en | Méthanol Jaune 4,51 
Algérie n-hexane Jaune pâle 9,13 

Méthanol Jaune 4.68 
Corned-beef importé 

n-hexane Jaune pâle 9,56 
Saucisson salami du Méthanol Rouge foncé 4,70 
bœuf n-hexane Jaune pâle 2:39 

Méthanol Rouge foncé SE) 
K:-chir 

n-hexane Jaune pâle 6,03 

Méthanol Jaune DEA 
Rôti de poulet fumé 

n-hexane Jaune pâle 5,50 

Méthanol Jaune orangé 4,13 
Rôti de bœuf cuit fumé 

n-hexane Jaune pâle 1,09 

Méthanol Jaune SE 
Chawarma de poulet 

n-hexane Jaune pâle 7,78 

Méthanol Rouge foncé 4,42 
Jambon de bœuf 

n-hexane Jaune pâle 5,17 


La différence de rendement entre les extraits est due à la composition chimique qui 


diffère d’un extrait à un autre. 
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IL Résultats des tests de génotoxicité 
IL1 Test d’Ames 
IL.1.1 Résultats de la vérification des caractères génétiques des souches bactériennes 


Les résultats de la vérification des caractères génétiques des souches de S. typhimurium 


TA1537, TA98, TA100 et TA102 sont comme suit : 


a) Résultats de la vérification de la déficience en mécanismes de réparation de l’ADN : 


mutation en uyr B (sensibilité au UV) 


Après 24 heures d’incubation, une inhibition de la poussée bactérienne a été observée 
dans la moitié de la boîte exposée aux UV pour les souches TA1537, TA98 et TA100, alors que 
la souche LT2 his G 46 R et la souche sauvage de S. fyphimurium qui sont utilisées comme 
témoins et la souche TA102 poussent dans cette partie (Figure 30). Ces résultats confirment 
que ces dernières souches possèdent le système de réparation par excision (uvrB), ce qui n’est 
pas actif dans les souches TA1537, TA98 et TA100 à cause de la mutation au niveau du gène 


uvrB. 


Partie exposée aux UV 
TA102 


TA1537 


Figure 30 : Effet des UV sur les souches d’Ames (TA102 et TA1537) et les souches témoins 
(la souche LT2 his G 46 R et la souche sauvage de S. fyphimurium). 


b) Résultats de la vérification de la déficience en lipopolysaccharide (LPS) : mutation en 


rfa (sensibilité au cristal violet) 


Après 18 heures d’incubation, une zone claire d’inhibition bactérienne (14 mm de 


diamètre) a été observée autour des disques imbibés par le cristal violet pour toutes les souches 
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(TA1537, TA98, TA100 et TA102) à l’exception de la souche témoin LT2 his G46 R qui est 
résistante au cristal violet (Figure 31). Ces résultats confirment que les quatre souches sensibles 
au cristal violet sont porteuses de la mutation rfa ; mutation qui provoque l’altération de la 
structure des LPS et qui confère donc aux souches une perméabilité au cristal violet qui est 


incapable de pénétrer la paroi cellulaire normale. 


c) Résultats de la vérification de la résistance à l’ampicilline des souches porteuses du 


plasmide pKM101 et/ou à la tétracycline des souches porteuses du plasmide pAQ1 


Une poussée bactérienne a été observée autour des disques imbibés par l’ampicilline 
pour les souches TA98, TA100, TA102 et LT2 his G46 R (témoin) et autour du disque imbibé 
par la tétracycline pour la souche TA102 (Figure 31). Ces résultats montrent que les souches 
résistantes à l’ampicilline possèdent le plasmide pKM101, et la souche résistante à la 


tétracycline contient le plasmide pAQI. Ces deux plasmides portent les gènes de résistance de 


l’Ampicilline et de tétracycline, respectivement. 


Figure 31 : Effet du cristal violet, de l’ampicilline et de la tétracycline sur les souches 
d’Ames (TA102 et TA1537) et la souche témoin LT2 his G 46 KR. CV : cristal violet ; AMP : 


ampicilline ; TET : tétracycline. 
IL.1.2 Critères d’acceptation des résultats 


Pour tous les extraits étudiés, dans les conditions de l’essai de mutagénicité et après 
environ 48 heures d’incubation à 37 °C, aucune colonie n’a été observée. Le contrôle de stérilité 


des extraits étudiés est donc conforme. 


Les moyennes des révertants spontanés (témoin solvant) de chaque souche se situent 
dans l’intervalle des valeurs généralement observées dans les conditions expérimentales du 


laboratoire (témoins historiques) (Annexe IT et IT). 
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Parallèlement aux essais principaux, des tests ont été menés sur des produits de référence 
(témoins positifs) pour démontrer la capacité du laboratoire d’identifier les mutagènes dans les 
conditions du protocole d’essai utilisé, la sensibilité des souches testées ainsi que l'efficacité du 
système d'activation métabolique exogène. Comme prévu, des augmentations statistiquement 
et biologiquement significatives ont été observées en présence des témoins positifs. De plus, 
les valeurs observées sont supérieures à la limite inférieure des témoins historiques (Annexe 


IV). 
Les critères d’acceptation des résultats ont donc été remplis. 
IL.1.3 Cytotoxicité des extraits testés 


Après examen microscopique de la pousse de fond, aucune toxicité (Figure 32) n’a été 
observée vis-à-vis de l’ensemble des souches testées (TA1537, TA98, TA100 et TA102) avec 


tous les extraits étudiés tant en absence qu’en présence d’activation métabolique. 


Figure 32 : Photo d’une pousse de fond non toxique. 
I.1.4 Essai de mutagénicité 


L'activité mutagène des extraits méthanoliques et héxaniques des produits carnés 
étudiés a été analysée en utilisant quatre souches de S. ryphimurium TA1537, TA98, TA100 et 
TA102 en présence et en absence d’un système d’activation métabolique. Les nombres moyens 
de révertants par boîte obtenus au cours des essais de mutagenèse par le test d’ Ames standard 


sont présentés dans les tableaux 9 et 10. 
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Tableau 9 : Résultats du test d’ Ames pour les extraits méthanoliques des produits de viandes transformées. 


Nombre de revertants (moyenne + écart-type) 


Extraits De 
méthanoliques : TA1537 TA98 TA100 TA102 
ug/boîte 
S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
0 10.3 + 2.3 14.5 + 6.2 32.0 + 3.2 35.0 + 5.3 103.0 + 10.7 85.5 + 9.6 203.3 + 48.7 226,3 439,7 
Corned-beef 50 8.7 +3.8 9,7+3.1 28.0 + 6.6 343429 106.0 + 10.8 76.3 + 6.0 234.7 + 11.4 399,3 L85,3* 
fabriqué en 150 EVER 13.3#6,7 24.3 + 6.5 39.0 + 2.0 112.0 + 17.5 90.0 + 6.0 250.3 + 24 420.0 + 68.1* 
Algérie 500 10.7 + 2.5 10.0 + 5.3 47.3 + 15.9 46.7 + 4.6 126.3 + 15.5 94.3 +11.1 335,1 422,0* 400.7 + 98* 
1500 14.0 + 4.4 14.7 +7.6 41.3 +3.8 58.34 12:0* 175.7 +16.1* | 137.0 + 28.4 342.0 + 44.5* 422.0 + 39.9* 
5000 Tapis Tapis Tapis Tapis 18533017 | 15272551" Tapis Tapis 
Témoin positif | (b) 484 + 144.3* | 236.7 +13.3* | 274.7 +25.8* | 1658.7 +247.1* | 874.7 +208.7* | 1461.3 + 219.7* 1394.7 + 552.1* | 528.0 + 77.1* 
0 9.0 + 2.4 6.7 +2.5 14.8 +2.1 22.7 + 4.9 106.5 + 6.8 89,8 + 7.1 156.0 + 16.6 167.8 + 36.9 
Corned-beef 50 10.7 + 5.0 3,342. 13,74 2:9 24.0 + 4.6 112.7 +7.5 106.7 + 7.4 162.7 +3.1 238.7 + 68.2 
importé 150 10.7 +3.1 5.0 + 1.0 15.0 € 1.7 21.0 + 4.6 96.3 + 1.5 103.0 + 11.1 146.0 + 14.0 21953 238.2 
500 6.3 + 1.2 5.3 € 2,9 13.0 + 2.6 24.3 +2.1 94.0 + 12.3 93.7 +9.6 134.7 + 17.2 270.7 + 45.0* 
1500 3.3 + 0.6 4.0 + 1.7 21.0 + 4.6 27.0 + 2.0 81.0 + 8.7* 101.7 + 11.4 164.0 + 26.2 5320220 
5000 31415 9.0 + 5.0 17.3#55 46.0 + 1.7* 86.0 + 1.7 145.3 + 3.1* sl /ÆÉ9.8 3900/0227 
Témoin positif | (b) 290.7 + 97.2* | 326.7 + 137.2* | 482.7 +24.4* | 1536.0+84.7* |302.7+54.5* | 1509.3 + 33.3* 960.0 + 69.7* 125,3 + 128,3" 
0 10.5 + 2.4 13.5 + 4.0 24.3 + 6.1 23.8 +92 99.2+13.1 91.0 + 12.0 194.5 + 25.6 22304313 
Saucisson 50 11:7# 1,2 15:7#3.2 22.7 +47 25,341, 97.7 + 4.0 106.3 + 9.6 230.0 + 55.2 263.0 + 19.5 
salami du bœuf | 150 11.0 + 5.3 16.7#423 28.3#3,1 29.0 + 4.4 106.3 + 10.8 107.7 + 6.7 271.3 49.0 415,3 #17.2* 
500 9.0 + 2.6 13:7#3;1 29.0 + 3.6 25.343,53 112.7 + 4.9 103.7 + 5.0 376.0 + 45.7* 386.0 + 25.0* 
1500 10.0 + 5.3 12.3 + 4.0 29.0 + 3.6 33.0 + 1.7 1290672 125.3 + 13.8* 364.7 + 44.4* 470.7 + 68.9* 
5000 8.3 +2.5 13,7#5:5 28.0 + 6.1 34.3 + 6.7 DIS 69% | 129.7 + 8.0* Tapis Tapis 
Témoin positif | (b) 316.7 + 80.8* | 204.7 +242* | 271.3 +26.4* | 2650.7+547.8* | 561.3 +74.3* | 2800.0 +688.0* | 874.7 +1240* | 869.3 + 203.9* 


à DMSO; ? TA100 (- S9): azide de Sodium (1 pg/ml) ; TA1537 (- S9): 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- S9): 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- S9) : Mitomycine C (0.125 pg/ml). 
TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 ug/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; M : Biologiquement significatif ; ‘ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 
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Suite (Tableau 9) 


Extraits Doses Nombre de revertants (moyenne + écart-type) 
méthanoliques | Le/boîte TA1537 TA98 TA100 TA102 
S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
0° 10.5 +2.4 13.5 + 4.0 24.3 + 6.1 23.8 + 9.2 99.2 + 13.1 91.0 + 12.0 194.5 + 25.6 223.0 + 31.3 
K-chir 50 9.7 + 4.0 17.0 + 5.6 19.3 + 4.9 31.0 + 6.2 104.0 + 15.1 96.0 + 19.2 214.7 + 18.6 285.3 + 14.5 
150 8.7 +2.1 20.3 +5.5 17.7 + 3.1 20.3 + 6.4 92.7 + 6.7 92.3 + 11.2 271.3 + 23.9 273.3 + 44.1 
500 8.0 + 1.7 11.3 + 2.5 19.5 + 2.1 19.7 + 6.4 99.3 + 20.4 113.3 + 8.5 267.3 + 30.7 313.3 + 12.2 
1500 7.3 +1.5 10.0 + 4.4 18.3 + 4.0 22.7 + 4.0 79.0 + 9.5 93.3 + 8.1 324.0 + 51.4* 366.7 + 71.8* 
5000 14.0 + 1.0 10.7 + 6.7 18.0 + 1.7 22.7 + 4.0 109.0 + 21.9 110.7 +21.2 352.0 + 45.0* 387.3 + 32.9* 
Témoin positif | (b) 316.7 + 80.8* | 204.7 + 24,9* | 271.3 + 26.4* | 2650.7 + 547.8* | 561.3 + 74.3* 2800.0 + 688.0* | 874.7 + 124.0* 869.3 + 203.9* 
0° 5.7 + 1.6 5.8 + 2.9 12.8 + 3.9 22.8 + 1.8 92.3 + 9.0 92.8 + 14.4 150.7 + 16.5 157,2 + 13,8 
Rôti de poulet | 50 4.7 + 0.6 7.7 +12 13.3 + 1.5 17.7 + 0.6 76.7 + 9.0 95.7 + 2.9 139.3 + 17.2 171,3 + 15,8 
fumé 150 6.7 +2.1 9.7 +5.5 12.0 + 5.3 25.0 + 7.8 87.0 + 8.5 82.0 + 10.4 122.7 + 7.6 215,3 + 36,5 
500 4,3 +2.1 5.3 + 1.2 11.0 +6.1 27.7 + 2.9 87.17 + 10.2 103.7 +5.5 144.7 +25.5 228,3 + 24,8* 
1500 9.7 +2.1 6.7 + 4.9 17.7 +1.5 30.7 + 3.8 88.7 + 2.5 100.3 + 4.7 182.0 + 15.1 281,0 + 36,0* 
5000 9,3 +4.7 9.7 +3.1 16.7 +7.1 31.3 +10.1 123.3 + 8.4* 160.7 + 19.4* 161.3 + 34.8 304,0 + 25,0* 
Témoin positif | (b) 354.0 +83.2* | 210.7 + 28.0* | 256.0 + 49.2* | 1882.7 + 24.4* 392.7 +41.7* 2805.3 + 64.7* 1040.0 +264.4* | 386,7 + 143,6* 
0° 10.2 + 2.9 16.0 + 1.7 26.8 + 4.6 39.8 + 3.0 98.0 + 8.3 85.8 + 13.4 183.7 + 37.8 230.3 + 50.7 
Rôti de bœuf | 50 9.0 + 6.1 15.7 + 4.5 21.7 + 4.0 33.7 + 6.8 102.0 + 9.8 94.3 + 14.3 220.7 + 45.0 291.3 + 38.1 
cuit fumé 150 10.7 + 3.5 17.0 + 6.0 28.3 + 6.1 37.7 + 2.1 125.3 +3.1* 109.3 + 8.5 251.3 + 41.3 393.3 + 41.0* 
500 11.3 + 2.1 15.0 + 4.4 26.3 + 4.2 38.3 + 4.0 110.7 +8.1 114.3 + 4.2 248.7 +41.1 398.7 + 16.0* 
1500 10.3 + 4.0 17.3 + 3.5 22.0 + 4.4 38.0 + 5.3 99,3 + 6.5 114.0 + 10.0 356.0 + 12.0* 430.0 + 44.5* 
5000 12.7 + 1.5 12.3 + 1.5 35.5 + 10.6 39.3 + 4.0 118.0 + 1.7* 130.3 + 15.5* 336.7 + 29.1* 447.3 + 76.8* 
Témoin positif | (b) 609.7 +112.1* | 320.0 + 83.8* | 501.3 + 30.3* | 1488.0 + 226.8* | 661.3 +33.3* | 2501.3 + 563.7* 1085.3 + 266.6* | 516.0 + 34.2* 


à DMSO; ? TA100 (- S9): azide de Sodium (1 ug/ml) ; TA1537 (- S9): 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- S9): 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- S9) : Mitomycine C (0.125 ug/ml). 
TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 pg/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; MM : Biologiquement significatif ; “ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 
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Suite (Tableau 9) 


Nombre de revertants (moyenne + écart-type) 


Extraits Dos 
méthanoliques L TA1537 TA98 TA100 TA102 
ug/boîte 
S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
0° 7.0 &£ 2.3 8.5 + 4.3 16.3 + 4.4 27.5 + 1.9 89.0 + 5.6 84.3 + 6.7 164.7 + 36.1 185.0 + 26.2 
Chawarma de | 50 6.7 +2.1 1:7%:1.2 15.0 + 6.0 21.0#43.5 124.0 +15.1* | 84.0 + 10.0 212.7 + 26.4 183.3 + 52.6 
poulet 150 5,1 22.1 9.0 + 5.0 14.0 + 5.6 23,7 45.9 88.7 + 9.2 110.7 + 19.2 218.0 + 37.4 236.7 + 32.4 
500 RE l2 31421 19.0 + 3.5 23.0 + 4.4 92.0 + 12,5 102.7 + 19.7 256.7 + 42.9* 233.3 + 19.0 
1500 11:3:#3.1 7.0 + 1.7 15.0 + 5.2 32.0 + 8.5 144.0 + 10.6* 113.3 + 5.0 522 0276 287.3 + 18.1* 
5000 1,7145.1 AT lS 21.3 # 3.8 36.3 + 9.9 154.7 + 28.4* 170.7 + 24.0* 384.0 + 33.4* 312.0 + 30.2* 
Témoin positif | (b) 542.7 + 69.9* | 235.3 +28.9* | 245.3 + 53.7* | 2378.7 + 536.7* | 432.0 +349* | 2741.3 + 320.5* 546.7 + 56.9* 477.3 + 56.9* 
0° 10.2 + 2.9 16.0 + 1.7 26.8 + 4.6 39.8 + 3.0 98.0 + 8.3 85.8 + 13.4 183.7 + 37.8 230.3 + 50.7 
Jambon de 50 12.3+ 1.5 13.0 + 1.7 27.34 9.7 47.0 + 3.6 100.7 +9.1 94.3 + 22.2 163.3 +3.1 202.7 + 6.1 
bœuf 150 12.3 + 4.7 14.7 + 5.1 30.3 + 6.1 44,3 + 12.3 127.3 + 8.1* 108.0 + 9.6 207.3 + 26.6 282.7 + 14.2 
500 6.3 & 3.2 L27%32 35.3 + 6.8 47.0 + 7.0 109.3 + 6.7 117.3 + 14.8 261.3 + 44.4 287.3 & 15.5 
1500 13.3 + 3.1 14.0 + 2.6 36.3 + 2.5 49.3 + 9.8 113.7 +8.1 110.0 + 7.5 254.7 + 30.3 357.3 + 23,2% 
5000 12.0 + 2.6 13.7 + 4.0 47.0 + 10.6* | 58.0 + 14.7 157.0 + 20.7* 145.3 + 11.8* 212,7+291:2 402.7 + 11.0* 
Témoin positif | (b) 609.7 + 112.1* | 320.0 + 83.8* | 501.3 + 30.3* | 1488.0 + 226.8* | 661.3 +33.3* | 2501.3 + 563.7* 1085.3 + 266.6* | 516.0 + 34.2* 


* DMSO; ? TA100 (- S9): azide de Sodium (1 ug/ml) ; TA1537 (- S9): 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- S9): 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- 


S9) : Mitomycine C (0.125 ug/ml). 
TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 ug/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; __E Biologiquement significatif ; “ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 
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Tableau 10 : Résultats du test d’ Ames pour les extraits héxaniques des produits de viandes transformées. 


Nombre de révertants (moyenne + écart-type) 


Extraits Dee 
héxaniques : TA1537 TA98 TA100 TA102 
ug/boîte 
S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
0° 6.2 + 2.8 19 € 3 19.5 + 6.1 23.5 + 7.0 86.8 + 12.8 83.0 + 7.2 144.2 + 32.6 170.0 + 30.3 
Corned-beef 10 11+1:2 7.7 +1.5 24.7 + 6.4 28.3 + 4.2 99,7 + 10.1 91.3 + 7.6 145.3 + 11.6 210.7 + 42.3 
fabriqué en 30 PNR E-VA 8.3 +3.1 22,7% 3.2 30.0 + 9.8 116.3 + 4.2 85.0 + 16.1 151.3 +11.0 264.0 + 6.9* 
Algérie 100 8.3 + 3.8 6.3 + 2.5 23.0 + 3.0 30.3 # 7.5 95.0 + 13.9 93.0 + 6.9 172.7 + 19.6 228.0 + 34.0 
300 5.0+1.7 4.7 +1.5 20.3 + 2.5 27.3 + 7.0 110.7 + 12.4 93.3 + 12.1 183.7 + 6.7 230.7 + 29.7 
1000 6.0 + 3.6 S.1215 20.0 + 7.5 30.3 + 4.0 96.7 + 9.5 81.7 + 10,2 166.3 + 38.4 221.3 + 31.6 
Témoin positif | (b) 423.3 + 45.0* 330.0 +35.4* |250.7+32.1* | 2640.0 + 267.3* | 393.3 +78.4* | 2560.7 + 393.8* | 857.3 + 173.0* | 838.7 + 81.2* 
0° 8.8 +4.5 6.7 + 0.8 24.5 + 5.0 32.5 + 6.0 76.7 + 9.5 70.2 + 9.8 81.0 + 23.5 173.7 + 38.3 
Corned-beef 10 7.0 + 2.0 4,7 +2.1 24.3 + 0.6 22.3 +4.7 75.0 +15.1 81.7 + 10.7 114.0 + 39.9 206.7 + 15.0 
importé 30 93 #31 HIHI 17.3 + 3.8 35.3 +6.1 717.3 # 10.2 61:3 25.5 149.0 + 46.1 180.7 + 35.6 
100 7.1 +221 6.0 + 2.0 18.3 + 5.5 22.0 + 3.6 81.342535 73.0 + 15.7 108.0 + 16.6 169.3 + 32.9 
300 8.3 + 6.0 4.0 + 3.5 19.0 + 6.1 28.0 +6.1 86.7 + 7.6 718.1259 166.0 +23.6* | 194.7 +27.0 
1000 7,1 422:9 6.0 + 1.7 22714715 21,3#35 91.3 +8.1 71.7 +42 150.3 + 12.2 128.7 + 20.5 
Témoin positif | (b) 618.7 +211.3* | 528.0+42.3* | 258.0+65.8* | 3234.3 + 882.1* | 661.3 + 24.4* 1568.0 + 112.0* | 1333.3 + 60.6* | 738.7 + 192.1* 
0° 7.8 + 1.7 10.0 + 2.8 25.8 + 3.1 35.0 + 4.0 81.5 + 8.5 60.7 + 4.4 109.8 + 26.7 162.7 + 15.9 
Saucisson 10 11.0 + 4.0 8.0 + 2.0 27.3 + 6.7 26.7 + 1.5 89.7 + 3.8 69.7 + 6.7 104.7 +9.5 204.0 + 7.2* 
salami du bœuf | 30 8.0 + 2.0 13.7 +#1,2 30.0 + 3.0 26.7 +2.1 94.7 + 3.2 77.3 + 16.0 127.3 + 19.7 234.0 + 9.2* 
100 9:523:2 8.3+3,5 21.3+3.2 27,3#2.1 87.3 + 15.9 86.0 + 13.5* 134.0 + 7.2 244,7 + 33.8* 
300 8.0 + 3.0 6.0 + 2.6 32.7 + 3.1 28.3 +29 85.3 + 15.5 19,3 #.13.7 125.3 + 18.1 202.7 + 10.3 
1000 9.3 + 0.6 10.0 + 3.6 24.0 + 7.9 33.3 # 3.5 95,3 + 9.1 74.7 + 0.6 96.7 + 18.9 212.7 + 15.0* 
Témoin positif | (b) 294.0 + 80.2* 201.3 +46.4* | 294.0 + 66.8* | 1098.7 + 88.1* | 538.0 + 53.9* 1141.3 + 148.7* | 654.7 +53.7* | 634.7 + 28.1* 


à éthanol ; ? TA100 (- S9) : azide de Sodium (1 pg/ml) ; TA1537 (- S9) : 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- 


S9) : 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- S9) : Mitomycine C (0.125 pg/ml). 
TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 ug/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; DM : Biologiquement significatif ;” Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 
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Suite (Tableau 10) 


Nombre de révertants (moyenne + écart-type) 


Extraits Des 
héxaniques h TA1537 TA98 TA100 TA102 
ug/boîte 
S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
0° 7.8 + 1.7 10.0 + 2.8 25.8 + 3.1 35.0 + 4.0 81.5 + 8.5 60.7 + 4.4 109.8 + 26.7 162.7 + 15.9 
K-chir 10 9.7 +3.8 16.7 + 3.8 32.3 + 4.6 36.0 + 1.0 95.3 + 10.0 83.3 + 7.4 125.7 + 33.5 261.3 + 61.0 
30 8.7 + 3.8 15.7 + 2.9 29.7 + 4.5 37.0 + 2.0 96.7 + 5.0 88.7 + 17.0 186.0 + 14.1* | 336.2.E/7.0* 
100 8.7 + 3.2 16.0 + 1.7 26.1 + 1.2 33.3 + 3.2 100.0 + 7.5 89.7 + 19.6 190.3 +31.1* | 848/0æ45.8* 
300 10.3 + 3.2 11.3 +1.5 32.0 + 2.0 35.7 + 3.8 90.0 + 8.7 98.3 + 18.2* 211.3+25.7* | 380.048:9* 
1000 10.3 + 1.2 13.7 + 4.0 29.3 +4.5 36.0 + 2.6 105.7 + 9.0* 89.0 + 1.0 141.7 + 37.2 265.3 + 41.1 
Témoin positif | (b) 294.0 + 80.2* 201.3 +46.4* | 294.0 + 66.8* | 1098.7 + 88.1* | 538.0 + 53.9* 1141.3 + 148.7* | 654.7 +53.7* | 634.7 +28.1* 
0° 3.7 + 1.2 6.7 +2.4 17.0 + 4.5 27.3 +6.1 84.7 +7.5 67.3 + 14.2 90.2 + 13.1 177.7 + 26.1 
Rôti de poulet | 10 8.7 + 0.6 7.0 + 3.6 23.3 +3.1 29.0 + 6.1 86.7 + 16.8 75.3 +5.5 108.7 +9.5 145.7 + 19.6 
fumé 30 9.0 + 6.6 10.7 + 4.0 18.7 + 4.7 29.0 + 4.6 90.0 + 10.4 93.3 + 23.2 126.0 + 23.6 226.7 + 56.0 
100 6.7 + 0.6 8.0 + 1.0 17.0 + 6.6 35.0 + 4.0 85.7 + 29,7 91.3 + 10.7 111.3 +18.1 233.3 +4 27.7 
300 7.3 +3.1 6.7 + 2.5 19.0 + 2.6 34,7 +7.5 95.3 +4.7 533475 114.7 + 18.5 247.3 + 18.1 
1000 9.7 + 0.6 7.7 + 6.0 19.3 + 2.9 28.7 +8.1 80.3 + 11.2 61.7 + 24.0 93.3 + 8.1 144.7 + 64.7 
Témoin positif | (b) 453.3 + 126.0* | 248.0 + 4.0* 236.7 + 51.3* | 2848.0 + 306.5* | 474.7 + 18.1* 1492.0 + 250.0* | 452.7 +33.2* | 412.0 + 62.1* 
0° 6.3 + 1.6 7.7 + 1.8 20.3 +2,5 24.0 + 6.7 79.8 + 6.8 124% 152 121.3: + 31.2 159.0 + 33.9 
Rôti de bœuf | 10 5.0 + 3.0 5.7+2.1 18.3 +42 27,1 #23 70.3 +9.1 75.1 + 13.9 122.0 + 10.6 166.7 + 18.6 
cuit fumé 30 6.3 +2.1 5.3 + 3.8 14.0 + 3.6 23.0 + 1.0 78.0 + 14.8 72.3 +9.5 132.0 + 13.9 210.7 + 25.3 
100 7.3 +4.5 5.7 + 0.6 20.7 + 7.2 22,7 +5.9 76.3 + 3.8 70.7 + 3.5 140.0 + 27.1 190.0 + 20.0 
300 2.7 +1.5 7.0 + 3.0 20.3 + 9.0 25.7 + 1.5 68.0 + 13.0 68.7 + 7.5 130.0 + 14.0 202.7 + 17.5 
1000 4.0 + 3.6 5.0+1.0 19.0 + 2.0 31.0 + 6.6 60.7 + 5.9 66.3 + 5.7 120.0 + 12.2 179.3 + 20.5 
Témoin positif | (b) 249,3 + 9.0* 405.3 +52.8* | 202.7 +20.0* | 2240.0 + 284.4* | 348.0 +29.5* | 2944.0 + 461.2* | 830.7 + 237.7* | 374.7 + 58.0* 


? éthanol ; ? TA100 (- S9) : azide de Sodium (1 pg/ml) ; TA1537 (- S9) : 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- 


S9) : 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- S9) : Mitomycine C (0.125 pg/ml). 


TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 ug/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; _E Biologiquement significatif ; “ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 


84 


Résultats & discussion 


Suite (Tableau 10) 


Extraits Nombre de révertants (moyenne + écart-type) 
héxaniques e TA1537 TA98 TA100 TA102 
e S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + 
où 3.1E12 6.7 + 2.4 17.0 + 4.5 27.3 +6.1 84.7 + 7.5 67.3 + 14.2 90.2 + 13.1 177.7 + 26.1 
Chawarma de | 10 5.0 + 2.0 9.0 + 1.0 21.3 + 4.0 19.7 + 1.2 95.7 + 27.2 74.7 + 16.0 98.7+204  |174.0 + 22.5 
poulet 30 10.3 + 1.5* 8.7+2.1 21.3 + 6.4 22.0 + 3.5 99.0 + 12.3 95.0 + 4.6 1160472  |158.0+ 19.3 
100 43232 9.0 + 4.0 17.3 + 0.6 16.0 + 2.6* 84.3 + 11.2 87.3 + 10.7 1113490  |193.3+7.0 
300 13292 8.7 + 4.6 213+#9.1 15.7 + 0.6* 88.7 + 7.4 87.7 + 9.0 11474127 |221.3 467.0 
1000 |4.3+0.6 8.3 + 0.6 23.3 + 4.2 17.0 + 3.6* 95.7 + 15.6 89.0 + 22.5 60.0 + 62.5 180.7 + 6.1 
Témoin positif | (b) 453.34 126.0* | 248.0+4.0* |236.74+51.3* | 2848.0 + 306.5* | 474.7+18.1* | 1492.0 + 250.0* | 452.7+33.2* | 412.0 + 62.1* 
où 6.3 + 1.6 7.7 + 18 20.3 + 2.5 25.7+73 79.8 + 6.8 72.3 + 15.2 99.7+490  |159.0 + 33.9 
Jambon de 10 8.0 + 2.6 13815 29.3 + 2.5 30.7 + 8.4 89.7 + 12.7 73.0 + 10.4 1140440 | 220.0 + 30.3 
bœuf 30 5.3+1.5 8.3 + 0.6 26.3 + 2.5 34.0 + 4.4 92.3 + 19.6 96.0 + 13.0 185.34+342 |225.3+411.0 
100 7.342.5 7.0 + 3.6 22.7 + 8.6 42.7 + 7.6 110.3+12.1 | 100.3 + 5.9 188.7+27.3 |244.7+27.3* 
300 7.0 + 2.0 11.0 + 4.4 24.3 +4,5 36.3 +4,5 105.3+17.6 | 109.3 + 27.2 197.3+9.2  |310.7 + 11.0* 
1000 6.7+2.1 7.7 40.6 21.0 + 5.3 36.0 + 19.3 94.7 + 16.8 95.7 +4.5 166.04+26.2 | 217.7 + 26.6 
Témoin positif | (b) 249.34+9.0* | 405.3+52.8* | 202.7 +20.0* | 2240.0 + 284.4* | 348.0+29.5* | 2944.0 + 461.2* | 830.7 + 237.7* | 374.7 + 58.0* 


* éthanol ; © TA100 (- S9) : azide de Sodium (1 pg/ml) ; TA1537 (- S9) : 9-amino-acridine (50 ug/ml) ; TA98 (- 
TA1537, TA98, TA100 (+ S9) : 2-anthramine (2 ug/ml) ; TA102 (+ S9) : benzo(a)pyrène (2 ug/ml) ; il 


S9) : 2-nitrofluorène (2 ug/ml) ; TA102 (- S9) : Mitomycine C (0.125 pg/ml). 


: Biologiquement significatif ; “ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01). 
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IL.1.4.1 Extraits de corned-beef fabriqué en Algérie 


L’extrait méthanolique et héxanique de corned-beef fabriqué en Algérie ne présente 
aucune activité mutagène vis-à-vis des souches de S. ryphimurium étudiées aussi bien en 
absence qu’en présence d’un système d’activation métabolique. En effet, aucune augmentation 
biologiquement significative du nombre moyen de révertants n’a été observée de 50 à 5000 
ug/boîte, correspondant à la dose maximale recommandée par la ligne directrice de l'OCDE, 
pour l’extrait méthanolique, et de 10 à 1000 ug/boîte, correspondant à la dose maximale qui a 
été limitée par la solubilité d’extrait dans le solvant, pour l’extrait héxanique. En revanche, des 
augmentations statistiquement significatives du nombre moyen de révertants ont été notées vis- 
à-vis des souches TA98, TA100 et TA102 pour l’extrait méthanolique en l'absence et/ou en 
présence de fraction S9 et vis-à-vis de la souche TA102 en présence de fraction S9 pour l’extrait 


héxanique. 
IL.1.4.2 Extraits de corned-beef importé 


Une augmentation biologiquement et statistiquement significative du nombre de 
révertants a été retrouvée, en présence d’activation métabolique, avec l’extrait méthanolique du 
corned-beef importé (1) vis-à-vis de la souche TA98 à la dose maximale de 5000 ug/boîte, et 
(2) vis-à-vis de la souche TA 102 aux deux doses maximales de 1500 et 5000 ug/boîte. De plus, 
des augmentations statistiquement mais non biologiquement significatives du nombre moyen 
de révertants ont été trouvées pour la souche TA100 à la dose de 1500 ug/boîte en absence 
d’activation métabolique et à la dose plus forte dose de 5000 ug/ boîte en présence d’activation 
métabolique, et pour la souche TA102 à la plus forte dose de 5000 ug/boîte en absence 
d’activation métabolique et à la dose 500 ug/boîte en présence du S9-mix. Par ailleurs, une 
augmentation statistiquement mais non biologiquement significative du nombre moyen de 
révertants a été également trouvée avec l’extrait héxanique vis-à-vis uniquement la souche 


TA102 à la dose de 300 ug/boîte en absence d’activation métabolique. 
IL.1.43 Extraits de saucisson salami du bœuf 


L’extrait méthanolique a induit une augmentation biologiquement et statistiquement 
significative du nombre de révertants (1) vis-à-vis de la souche TA100 à la plus forte dose de 
5000 ug/boîte en absence d’activation métabolique et (2) vis-à-vis de la souche TA102 à la 
dose de 1500 mug/boîte en présence d’activation métabolique. Des augmentations 


statistiquement mais non biologiquement significatives du nombre moyen de révertants ont été 
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trouvées avec (1) l’extrait méthanolique pour la souche TA100 à 1500 ug/boîte en absence de 
la fraction S9 et aux doses de 1500 et 5000 ug/boîte en présence du S9-mix, et pour la souche 
TA102 aux doses de 500 et 1500 ug/boîte en absence du S9 et aux 150 et 500 ug/boîte en 
présence du S9-mix, (2) l’extrait héxanique à la dose de 100 ug/boîte pour la souche TA 100 en 
présence du S9-mix et aux doses de 10, 30, 100 et 1000 ug/boîte pour la souche TA102 en 


présence du S9-mix. 
IL.1.4.4 Extraits du K:-chir 


Une augmentation biologiquement et statistiquement significative du nombre de 
révertants a été observée avec l’extrait héxanique aux doses de 30, 100 et 300 ug/boîte pour la 
souche TA102 en présence d’activation métabolique avec une relation dose-effet claire. En 
outre, des augmentations statistiquement mais non biologiquement significatives du nombre 
moyen de révertants ont été notées avec l’extrait méthanolique aux 2 doses maximales de 1500 
et 5000 ug/boîte pour la souche TA102 en absence et en présence d’activation métabolique, et 
avec l’extrait héxanique pour la souche TA 100 à la plus forte dose de 1000 ug/boîte en absence 
du S9-mix et à la dose de 300 ug/boîte en présence du S9-mix et pour la souche TA102 aux 3 
doses intermédiaires de 30, 100 et 300 ug/boîte. 


IL.1.4.5 Extraits du rôti de poulet fumé 


L’extrait héxanique du rôti de poulet fumé n’a induit aucune augmentation 
biologiquement et/ou statistiquement significative du nombre moyen de révertants vis-à-vis de 
l’ensemble des souches de S. typhimurium testées, tant en absence qu’en présence d’un système 
d’activation métabolique. Par ailleurs, l’extrait méthanolique a induit des augmentations 
statistiquement, mais non biologiquement, significatives du nombre moyen de révertants vis-à- 
vis de la souche TA 100 à la dose maximale de 5000 Ug/boîte en présence et en absence du S9- 


mix et vis-à-vis de la souche TA 102 aux 3 doses maximales en présence du S9-mix. 
IL.1.4.6 Extraits du rôti de bœuf cuit fumé 


Comme l’extrait héxanique du rôti de poulet, L’extrait héxanique du rôti de bœuf cuit 
fumé n’a provoqué aucune augmentation biologiquement et/ou statistiquement significative du 
nombre moyen de révertants vis-à-vis de l’ensemble des souches de S. typhimurium testées, tant 
en absence qu’en présence d’un système d’activation métabolique. En outre, des augmentations 


statistiquement, mais non biologiquement, significatives du nombre moyen de révertants ont 
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été notées avec l’extrait méthanolique vis-à-vis des souches TA100 et TA102 en présence et en 


absence d’activation métabolique. 
IL.1.4.7 Extraits du chawarma de poulet 


L’extrait méthanolique du chawarma de poulet a induit des augmentations 
biologiquement et statistiquement significatives du nombre moyen de révertants vis-à-vis de la 
souche TA100 en présence d’activation métabolique à la plus forte dose de 5000 ug/boîte et 
vis-à-vis de la souche TA102 aux deux doses maximales en absence d’activation métabolique. 
De plus, des augmentations statistiquement, mais non biologiquement, significatives du nombre 
moyen de révertants ont été trouvées aux doses de 50, 1500 et 5000 ug/boîte pour la souche 
TA100 en absence du S9, à la dose de 500 ug/boîte en absence du S9 et aux deux doses 
maximales de 1500 et 5000 Uug/boîte en présence du S9 pour la souche TA102. Par ailleurs, 
l’extrait héxanique ne provoque qu’une augmentation statistiquement significative du nombre 
moyen de révertants aux trois doses maximales de 100, 300 et 1000 ug/boîte vis-à-vis de la 


souche TA98 en présence d’activation métabolique. 
IL.1.48 Extraits du Jambon de bœuf 


Les extraits du Jambon de bœuf, méthanolique et héxanique, ne présentent que des 
augmentations statistiquement mais non biologiquement significatives du nombre moyen de 
révertants vis-à-vis de la souche TA102 aux deux doses de 100 et 300 ug/boîte pour l’extrait 
héxanique et vis-à-vis de la souche TA98 à la plus forte dose de 5000 ug/boîte en absence du 
S9, de la souche TA100 à la dose de 150 en absence du S9 et à la dose de 5000 ug/boîte en 
absence et en présence du S9 et de la souche TA102 aux deux plus fortes doses en présence du 


S9 pour l’extrait méthanolique. 
IL2 Test d’Ames modifié « treat and wash assay » 


Les résultats du test d’ Ames modifié pour les extraits présentant un taux d’induction 


supérieur à 2 dans le test d’ Ames standard sont présentés dans le tableau 11. 


Aucune augmentation biologiquement significative du nombre moyen de révertants n’a 
été observée vis-à-vis de l’ensemble des souches testées pour tous les extraits analysés (extraits 
méthanoliques de corned-beef importé, de saucisson salami de bœuf et de chawarma de poulet ; 
et l’extrait héxanique du K-chir). En revanche, des augmentations statistiquement mais non 
biologiquement significatives du nombre moyen de révertants ont été noté vis-à-vis de la souche 


TA102 (en présence d’activation métabolique) (1) pour l’extrait méthanolique du corned-beef 
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Tableau 11 : Résultats du test d’ Ames modifié pour les extraits présentant une signification biologique dans le test d’ Ames standard. 


Nombre de révertants (moyenne + écart-type) 


Extraits Doses TA98 TA100 TA102 
peoole S9 + S9 - S9 + S9 - S9+ 
0° 31.3 + 10.7 - - - 203.7 + 46.7 
Corned-beef importé 50 36.0 + 7.5 - - - 172.7 + 16.8 
(extrait méthanolique) | 150 39.0 + 1.4 - - - 197.3 + 30.1 
500 33.3 +9.5 - - - 277.3 + 8.1 
1500 35.3 +5.7 - - - 318.7 + 12.9* 
2500 38.0 +6.1 - - - 320.7 + 18.9* 
Témoin positif (c) 990.7 + 135.3* - - - 628.0 + 58.9* 
0° - 142.0 + 6.7 - - 203.7 + 46.7 
Saucisson salami du 50 - 105.3 + 23.2 - - 226.7 + 27.0 
bœuf (extrait 150 - 144.0 + 19.7 - - 261.3 + 23.4 
méthanolique) 500 - 145.0 + 23.5 - - 263.3 + 31.0 
1500 - 131.0 + 39.6 - - 310.7 + 21.4* 
2500 - 122.0 + 36.4 - - 283.3 + 50.0 
Témoin positif (c) - 2885.3 + 1257.9* - - 628.0 + 58.9* 
0° - - 114.5 + 15.6 208.3 + 23.6 - 
Chawarma de poulet 50 - - 125.3 + 1.2 226.0 + 22.5 - 
(extrait méthanolique) | 150 - - 131.7 + 1.5 230.0 + 16.4 - 
500 - - 146.0 + 16.1 215.7 + 43.0 - 
1500 - - 143.3 +9.1 238.7 + 36.5 - 
2500 - - 122.3 + 18.9 209.0 + 1.0 - 
Témoin positif (c) - - 1968.0 + 180.3* 1050.7 + 73.9* - 
0? - - - - 192.3 + 24,3 
K-chir (extrait 10 - - - - 218.7 +41.2 
héxanique) 30 - - - - 279.3 + 14.7* 
100 - - - - 272.7 +4.2 
200 - - - - 236.7 + 46.6 
250 - - - - 283.3 + 21.4* 
Témoin positif (c) - - 757.3 + 89.2* 


à DMSO; ? ethanol; ‘ TA98 et TA100 (+ S9): 


benzo (a) pyrène (15 ug/ml); TA100 (- S9): 4ANQO (0.5 g/ml); TA102 (- S9): Mitomycine C (1 ug/ml); 


pyrène (20 ug/ml) ; “ Statistiquement significatif (test Dunnett, p < 0.01) 


TA102 (+ S9): benzo (a) 
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importé aux deux plus fortes doses de 1500 et 2500 ug/boîte (2) pour l’extrait méthanolique du 
saucisson salami de bœuf à la dose de 1500 ug/boîte (3) pour l’extrait héxanique du K-chir aux 
deux doses de 30 et 250 ug/boîte. En effet, les données mettent en évidence des résultats 
clairement négatifs dans le test d’ Ames modifié. Compte tenu de la nature des échantillons 
analysés, on peut supposer que les effets biologiquement significatifs observés dans le test 
d’Ames standard sont probablement dus à la présence d’acide aminé (histidine) dans les extraits 


(Khandoudi et al., 2009; Thompson et al., 2005). 
IL3 Test du micronoyau in vitro en microméthode 
IL.3.1 Critères d’acceptation des résultats 


Les nombres moyens de cellules micronucléées observés avec les témoins négatifs sont inclus 


dans l’intervalle des témoins historiques. 


Les résultats obtenus avec les témoins positifs ont été comparables à ceux habituellement 
observés au laboratoire dans les mêmes conditions expérimentales. Les valeurs obtenues sont 
incluses dans l’intervalle des témoins historiques. De plus, des augmentations statistiquement 
significatives du nombre moyen de micronoyaux par rapport au témoin négatif ont bien été 


observées. 


Un nombre suffisant de cellules (2000 cellules) a été analysé pour trois doses de chaque extrait 


testé. 


Pour tous les extraits analysés et dans les trois schémas de traitement, la plus forte dose de 


l’extrait testé pour évaluer la génotoxicité a montré une survie relative > 55 +5 %. 
Tous les critères d’acceptation des résultats ont donc été remplis. 
I1.3.2 Essai de cytotoxicité 


L’étude de cytotoxicité par la méthode MTT montre des taux de survie relative 
supérieurs à 55 +5 % pour tous les extraits de produits carnés analysés, que ce soient les extraits 
méthanoliques ou héxaniques, avec toutes les doses testées et dans les trois schémas de 
traitement, comme cela est recommandé dans la ligne directrice de l'OCDE n° 487. Les extraits 


sont donc non cytotoxiques. 


Les tableaux 12 et 13 récapitulent les valeurs obtenues lors du test MTT. 


90 


Résultats & discussion 


Tableau 12 : Résultats du test MTT pour les extraits méthanoliques des produits de viandes 


transformées. 


Z de survie relative 


Extraits méthanoliques a. S9- S9- S9+ 
En 3h/+24h | 27h/+0h | 3h/+24h 
Corned-beef fabriqué en Algérie 125 93.7 114.2 96.0 
250 101.4 110.9 352 
500 106.2 111.4 96.4 
Corned-beef importé 125 96.7 113.4 101.1 
250 94.7 110.2 104.2 
500 90 110.7 107.6 
Saucisson salami du bœuf 125 97.8 109.9 99,7 
250 96.7 104.3 102.7 
500 99.9 109.9 107.4 
K-chir 125 103.6 111.5 108.6 
250 98.0 102.5 113.9 
500 103.1 108.7 110.4 
Rôti de poulet fumé 125 107.8 108.3 105.6 
250 101.8 108.3 101.3 
500 105.6 104.2 106.5 
Rôti de boeuf cuit fumé 125 101.3 103.2 107.1 
250 94.4 97.8 98.8 
500 103.8 103.9 105.6 
Chawarma de poulet 125 101.6 106.7 106.5 
250 97.5 106.2 105.6 
500 105.6 110.9 109.0 
Jambon de boeuf 125 103.4 112.2 106.5 
250 94.9 101.5 96.8 
500 103.4 105.8 109.2 
Témoin négatif : DMSO 0 100 100 100 
Témoin positif : Mitomycine C 0.5 64.9 - - 
Mitomycine C 0.2 - 64.3 - 
Griséofulvine à - 66.8 - 
Cyclophosphamide | 5 - - 91.4 
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Tableau 13 : Résultats du test MTT pour les extraits héxaniques des produits de viandes 


transformées. 


Z de survie relative 


Extraits héxaniques née S9- S9- S9+ 
un 3h/+24h | 27h/+0h | 3h/+24h 
Corned-beef fabriqué en Algérie 25 92.2 95.0 92.8 
50 90.8 96.3 22,2 
100 93.7 97,2 103.4 
Corned-beef importé 25 86.0 96.8 98.7 
50 93.5 103.2 104.0 
100 91.8 109.1 108.0 
Saucisson salami du bœuf 25 84.5 97.6 102.4 
50 89.8 98.8 104.8 
100 90.2 107.8 110.9 
K-chir 2» 89.2 89.9 105.0 
50 88.2 91.9 102.4 
100 94.0 94.3 116.3 
Rôti de poulet fumé 25 104.1 98.2 94.5 
50 102.4 95.4 99.0 
100 102.7 95.5 97.2 
Rôti de bœuf cuit fumé 25 CLS) 101.0 103.5 
50 89.0 96.2 100.0 
100 104.5 90.5 105.1 
Chawarma de poulet 25 25,7 96.6 102.0 
50 96.1 96.6 103.2 
100 104.3 #2 99.0 
Jambon de bœuf 25 98.9 104.8 103.5 
50 92.0 97.6 85.7 
100 100.3 So 102.0 
Témoin négatif : DMSO 0 100 100 100 
Témoin positif : Mitomycine C 0.5 60.6 - - 
Mitomycine C 0.2 - 64.7 - 
Griséofulvine 5 - 67.4 - 
Cyclophosphamide | 5 - - 85.5 


IL.3.3 Essai de génotoxicité 


Les résultats obtenus au cours du test des micronoyaux sont présentés dans les figures 


33-35. Lors de l’analyse microscopique, des cellules lymphoblastoïdes humaines TK6 avec ou 


sans micronoyau sont retrouvées comme le montre la figure 36. 
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Corned beef fabriqué en Algérie Corned-beef importé 


Nbre de cellules micronucléées 
Nbre de cellules micronucléée 


un n 
à $ 
$ cs 
5 5 
= £ 
© © 
= = 
= = 
E E 
n n 
e 7 
Ë : 
3 E 

d 
S S 
2 2 
£ £ 
Z Z 


125 pg/ml 250 ug/ml 500 ug/ml 125 pg/ml 250 ug/ml 500 ug/ml 
&S9-3h/+24h EOIS9- 27h/+0h S9+ 3h/+24h &S9-3h/+24h GS9-27h/+0h BS9+ 3h/+24h 


Nbre de cellules micronucléées 
Nbre de cellules micronucléées 


Chawarma de poulet Jambon de boeuf 


S 
N 
me ù 
ù 
iù 


T- 125 pg/ml 250 ug/ml 500 ug/ml 125 ug/ml 250ug/ml 500 ug/ml 
#S9-3h/+24h ES9-27h/40h  HS9+ 3h/+24h BS0-3h/+24h ES9-27h/+0h DS9+ 3h/+24h 


mn à à hi me D 


OS D & © © © D BR © © © 


| L_ 

| TE IF : 
| Ee n: 
| | +; 
LL: I à 
| 


EX. 
4 


Nbre de cellules micronucléées 
Nbre de cellules micronucléées 


Figure 33 : Résultats du test de micronoyau pour les extraits méthanoliques des produits de 


viandes transformées. *p < 0.05. 
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Figure 34 : Résultats du test de micronoyaux pour les extraits héxaniques des produits de 
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Figure 35 : Résultats du test de micronoyaux pour les témoins positifs. Mit C : Mitomycine 


C ; Griséo : Griséofulvine ; Cyclo : Cyclophosphamide. **p < 0,001 


Figure 36 : Cellules lymphoblastoïdes humaines TK6 avec ou sans micronoyau 


(grossissement X 200). A) Absence de micronoyaux dans une cellule mononucléées. B) 


Présence d’un micronoyau. 


Tous les extraits méthanoliques des produits de viandes analysés ne provoquent aucune 
augmentation statistiquement significative du nombre de cellules Iymphoblastoïdes humaines 
TK6 micronucléées, aussi bien en absence d’activation métabolique (suivi ou non d’une période 
de 24 heures de recouvrement), qu’en présence d’activation métabolique. A l’exception de 
l’extrait du chawarma de poulet ; l’augmentation du nombre de micronoyaux a été observée 
dans le traitement de 3 heures en présence d’activation métabolique suivi d’une période de 24 
heures de recouvrement (S9 +3 h / +24 h) uniquement à la plus faible dose testée de 125 ug/ml 


avec 16 cellules micronucléées pour 2000 cellules mononucléées vs 5 pour le témoin négatif. 
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Mais aucune relation dose-effet n’a été observée. Cet extrait est donc considéré comme non 


génotoxique dans ces conditions de l’essai. 


Concernant les extraits héxaniques, aucune augmentation statistiquement significative 
du nombre de micronoyaux n’a également été observée. En revanche, une augmentation 
biologiquement mais non statistiquement significative du nombre de cellules micronucléées a 
été notée seulement avec l’extrait du corned-beef fabriqué en Algérie dans le traitement continu 
de 27 heures en absence d’activation métabolique sans période de recouvrement (S9- 27 h /+ 0 
h) à la plus forte dose de 100 ug/ml avec 20 cellules micronucléées pour 2000 cellules 
mononucléées. Cette valeur est largement supérieure à la valeur maximale des témoins 
historiques du laboratoire (1.e. 8) (Annexe V) ; on peut donc en conclure qu’il est faiblement 
génotoxique. De plus, des diminutions statistiquement significatives du nombre de 
micronoyaux par rapport au témoin négatif ont été retrouvées avec (1) l’extrait du corned-beef 
fabriqué en Algérie à la plus faible dose de 25 ug/ml dans le traitement de 3 heures en présence 
d’activation métabolique suivi d’une période de 24 heures de recouvrement avec 5 cellules 
micronucléées pour 2000 cellules mononucléées vs 14 pour le témoin négatif et à la dose de 50 
ug/ml dans le traitement de 3 heures en absence d’activation métabolique suivi d’une période 
de 24 heures de recouvrement avec 1 cellule micronucléée vs 8 pour le témoin négatif, et avec 
(2) l'extrait du K.-chir, dans le traitement de 3 heures en présence d’activation métabolique suivi 
d’une période de 24 heures de recouvrement, aux deux doses maximales de 50 et 100 ug/ml 
avec respectivement 4 et 5 cellules micronucléées vs 14 pour le témoin négatif. Cependant, ces 
effets n’ont aucune signification en termes de génotoxicité. C’est pourquoi ces deux extraits 


sont considérés comme non génotoxique. 
IL4 Test des comètes 
II.4.1 Essai de cytotoxicité 


Les résultats de la cytotoxicité, évaluée par la technique au bleu de trypan, sont présentés 
dans les tableaux 14 et 15. Il est nécessaire d'évaluer la cytotoxicité, lors du test des comètes, 
afin d'éviter une fausse classification d'un produit chimique comme génotoxique, alors qu'en 
fait les dommages causés à l'ADN sont secondaires à la cytotoxicité (Azqueta & Collins, 2013; 


Kirkland et al., 2011). 
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Tableau 14 : Pourcentages de viabilité des cellules Caco-2 après traitement avec les extraits 


héxaniques de produits carnés transformés. 


Extraits héxaniques Doses % Viabilité 
4h 24h 
Corned-beef fabriqué en | 0 93,26 82,88 
Algérie 25 ug/ml 89,32 88,39 
50 ug/ml 89,28 87,18 
100 ug/ml 88,69 78,51 
Témoin positif 100 mM 92,85 81,51 
Corned-beef importé 0 93,26 82,88 
25 ug/ml 94,06 85,84 
50 ug/ml 98,29 90,38 
100 ug/ml 92,43 51:28 
Témoin positif 100 mM 92,85 81,51 
Saucisson salami du bœuf | 0 92,66 95,89 
25 ug/ml 12 91,53 
50 ug/ml 81,48 93,18 
100 ug/ml 80 80 
Témoin positif 100 mM 87,9 83,11 
K-chir 0 92,66 95,89 
25 pg/ml 89,2 89,43 
50 ug/ml 79,36 84,82 
100 ug/ml 72,95 79,85 
Témoin positif 100 mM 87,9 83,11 
Rôti de poulet fumé 0 81,37 78,88 
25 ug/ml 89,15 86,02 
50 ug/ml 73 83,76 
100 ug/ml 72,22 70,58 
Témoin positif 100 mM 84,21 95,23 
Rôti de bœuf cuit fumé 0 81,37 78,88 
25 pg/ml 80 93,51 
50 ug/ml 76,92 83,51 
100 ug/ml 85,91 81,45 
Témoin positif 100 mM 84,21 95,23 
Chawarma de poulet 0 81,37 78,88 
25 ug/ml 81,31 69,6 
50 ug/ml 84,48 86,32 
100 ug/ml 66,43 78,46 
Témoin positif 100 mM 84,21 95,23 
Jambon de bœuf 0 82,35 82,88 
25 pg/ml 83,05 90,59 
50 ug/ml 89,81 82,75 
100 ug/ml 83,05 82,5 
Témoin positif 100 mM 89,81 81.51 
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Aucune cytotoxicité n’a été noté pour les extraits héxaniques de corned-beef fabriqué 
en Algérie, de saucisson salami du bœuf, de K-chir, de rôti de poulet fumé, de rôti de bœuf cuit 
fumé et de Jambon de bœuf, aussi bien dans le traitement court de 4 heures que dans le 
traitement long de 24 heures. En effet, le pourcentage de viabilité est supérieur à 70% à toutes 
les doses testées. Nos résultats sont cohérents avec ceux recommandés par Tice et al., 2000. En 
dose de 25 ug/ml dans le traitement de 24 heures, avec un pourcentage de viabilité de 69,6% et 
(2) à la dose de 100 ug/ml dans le traitement de 4 h, avec un pourcentage de viabilité de 66,43%. 
De plus, une cytotoxicité modérée a également été notée pour l’extrait de corned-beef importé 
à la plus forte dose testée de 100 ug/ml dans le traitement de 24 heures, avec un pourcentage 


de viabilité de 57,28%. 


Tableau 15 : Pourcentages de viabilité des cellules Caco-2 après traitement avec les extraits 


méthanoliques de produits carnés transformés. 


Extraits méthanoliques Doses % Viabilité 
4h 24h 
Saucisson salami de bœuf | 0 86,4 97,6 
125 pg/ml 80 77,8 
250 ug/ml 59,5 85,7 
500 ug/ml 21,7 93,1 
Témoin positif 200 mM 88 96,3 
Rôti de poulet fumé 0 93,18 89,6 
125 ug/ml 91,8 86 
250 ug/ml 90,2 78 
500 ug/ml 94,3 70,5 
Témoin positif 200 mM 87,5 73,3 
Rôti de bœuf cuit fumé 0 86,4 97,6 
125 pg/ml 88,5 91,3 
250 ug/ml 100 95,3 
500 ug/ml 87,5 79,2 
Témoin positif 200 ug/ml 88 96,3 
Chawarma de poulet 0 93,18 89,6 
125 ug/ml 987 81,8 
250 ug/ml 96,5 94,8 
500 ug/ml 83,6 77,4 
Témoin positif 200 mM 87,5 73,3 
Jambon de bœuf 0 86,4 97,6 
125 pg/ml 100 94,6 
250 ug/ml 98 90,3 
500 ug/ml 85,4 86 
Témoin positif 200 mM 88 96,3 
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Aucune cytotoxicité n’a été également observée avec les extraits méthanoliques de rôti 
de poulet fumé, de rôti de bœuf cuit fumé, de chawarma de poulet et de Jambon de bœuf, tant 
dans le traitement de 4 heures que dans le traitement de 24 heures, avec des pourcentages de 
viabilité cellulaire supérieur à 70% avec toutes les doses testées. Par ailleurs, une cytotoxicité 
a été observée pour l’extrait de saucisson salami de bœuf, uniquement dans le traitement court 
de 4 heure mais pas dans le traitement long de 24 heure, aux deux plus forte doses de 250 et 


500 ug/nl, avec des pourcentages de viabilité de 59,5 et 21,7 %, respectivement. 
I1.4.2 Essai de génotoxicité 


Les cellules intestinales humaines Caco-2 ont été exposées aux différentes doses des 
extraits héxaniques (25, 50 et 100 ug/m1l) et des extraits méthanoliques (125, 250 et 500 ug/ml) 
pendant 4 heures et 24 heures. Lors de l’analyse microscopique, des cellules Caco-2 avec 


différents degrés de dommages d’ADN ont été retrouvées comme le montre la figure 37. 


L’ensemble des résultats, exprimés par le pourcentage moyen d'ADN dans la queue de 
la comète, relatifs au test des comètes réalisé en conditions alcalines (pH> 13) sur les cellules 
Caco-2 est présenté dans les figures 38-45. Les valeurs exactes des pourcentages sont présentées 
dans les Annexes VI et VIL L’astérisque (*) indique une augmentation statistiquement 
significative des dommages à l’ ADN en comparaison au témoin négatif avec une valeur de p < 


0.05 (ANOVA). 


La dose de contrôle positif (H20:) utilisée dans les premiers essais est de 100 mM. 
Cependant, le pourcentage d’ADN dans la queue des comètes, avec cette dose, n’ayant pas été 
jugé suffisamment élevé par rapport au témoin négatif (n’est pas statistiquement significatif) 
avec certains extraits e.i. extrait héxanique de Jambon de bœuf et de corned-beef fabriqué en 
Algérie et importé dans le traitement de 4 heures, extrait héxanique du K-chir dans le traitement 
de 4 heures et de 24 heures, extrait héxanique de rôti de bœuf cuit fumé et de chawarma de 
poulet dans le traitement long de 24 heures. En conséquence, nous avons augmenté la dose du 
contrôle positif (H20:) de 100 mM à 200 mM pour le reste des essais. A signaler que la dose à 


200 mM a donné une fragmentation de l’ ADN nette et reproductible tout au long des essais. 
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A : Cellule sans queue et 
sans dommages à l'ADN 
(noyaux intacts) ; 


B : Cellule à queue courte 
de longueur inférieure au 
diamètre de la tête (ADN 
faiblement endommagé) ; 


C : Cellule avec une queue 
plus longue que le diamètre 


C de la tête et avec ADN 
moyennement endommagé 
D : Cellule avec une queue 
plus longue que le diamètre 
de la tête et avec ADN très 
endommagé et une tête 
insignifiante. 


Figure 37 : Images de cellules Caco-2 traitées en utilisant le test des comètes visualisées au 


microscope à fluorescence (grossissement X 200). 


IL.4.2.1 Extrait héxanique du corned-beef fabriqué en Algérie 
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Figure 38 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures à 


l’extrait héxanique du corned-beef fabriqué en Algérie. 


Des résultats clairement négatifs ont été obtenus avec l’extrait héxanique du corned- 
beef fabriqué en Algérie. En effet, 1l n’a entraîné aucune augmentation statistiquement 
significative des lésions de l’ADN (p > 0.05) quelle que soit la dose testée, aussi bien après un 


temps court qu'après un temps long de traitement. 
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IL.4.2.2 Extrait héxanique du corned-beef importé 
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Figure 39 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures à 


l’extrait héxanique du corned-beef importé. 


Des résultats clairement négatifs ont été également obtenus avec l’extrait héxanique du 


corned-beef importé, quel que soit le temps de traitement et quelle que soit la dose testée. 


IL.4.2.3 Extraits du saucisson salami de bœuf 
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Figure 40 : Dommages à l’ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures aux 


extraits du saucisson salami de bœuf. A) extrait héxanique, B) extrait méthanolique. 
101 


Résultats & discussion 


L’extrait héxanique du saucisson salami de bœuf a entraîné, après 4 heures de 
traitement, une augmentation statistiquement significative de la fragmentation de l’ADN aux 
deux plus faibles doses de 25 et 50 ug/ml avec des pourcentages d'ADN dans la queue 
respectivement de 19,60 et 17,74 vs 12,21 pour le témoin négatif. Et comme ces deux doses 
présentent une viabilité cellulaire supérieure à 70% (donc non cytotoxique), l’effet observé est 
donc dû à la génotoxicité mais non pas à la cytotoxicité. Cependant, aucune augmentation 
statistiquement significative n’a été observée à la plus forte dose de 100 ug/ml. Il est possible 
qu’à cette dose, les cellules soient fortement endommagées et sont entrées en apoptose et que 
l'ADN fragmenté ait disparu du gel, ne laissant que des cellules relativement intactes. Cela se 
traduirait donc par une réduction drastique du nombre de comètes détectées lors de la lecture 
(Lorenzo et al., 2013). De plus, après 24 heures de traitement, l’extrait produit un effet positif 
statistiquement significatif uniquement à la dose de 50 ug/ml avec un pourcentage d’ADN dans 
la queue de la comète de 20,04 vs 14,78 pour le témoin négatif. En revanche, une diminution 
de la fragmentation de l’ ADN a été observée à la dose de 25 ug/ml. Ceci suggère que la dose 
de 25 ug/ml induit des dommages faibles à l'ADN qui sont facilement réparables par les 
mécanismes cellulaires de réparation, alors que la dose de 50 ug/ml induit des grands 
dommages à l’ADN qui sont difficiles à être réparer et donc l’effet persiste (Sekihashi et al., 
2003). Ainsi, l’extrait héxanique est considéré comme génotoxique dans les conditions de 


l’essai de comète. 


Par ailleurs, dans le cas de l’extrait méthanolique, on prend en considération que le 
résultat obtenu avec la dose de 125 ug/ml, car les autres doses de 250 et 500 ug/ml sont 
cytotoxiques dans le traitement de 4 heures. Il est important de faire d’autres essais pour 
confirmer les résultats. L’extrait a induit une augmentation statistiquement significative dans le 
traitement de 4 heures et de 24 heures, avec des pourcentages d’ADN dans la queue de la 
comète de 24,36 et 23,93, vs 13,52 et 16,72 pour le témoin négatif, respectivement aux deux 


temps de traitement. 
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IL.4.2.4 Extrait héxanique du K-chir 
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Figure 41 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures à 


l’extrait héxanique du K:-chir. 


Aucune augmentation statistiquement significative des lésions de l'ADN n’a été 


observée quelle que soit la dose testée et quel que soit le temps de traitement. 


IL.4.2.5 Extraits de rôti de poulet fumé 
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Figure 42 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures aux 


extraits du rôti de poulet. A) extrait héxanique, B) extrait méthanolique. 


103 


Résultats & discussion 


Dans le cas de l’extrait héxanique de rôti de poulet fumé et dans le traitement court de 
4 heures, des augmentations statistiquement significatives ont été observées uniquement aux 
doses de 25 et 100 ug/ml, avec respectivement des pourcentages d’ADN dans la queue de 22,23 
et 22,75 vs 14,95 pour le témoin négatif, mais pas à la dose intermédiaire de 50 ug/mIl. Ceci est 
difficile à être interpréter. Afin de valider ce résultat, un second essai est nécessaire. Par ailleurs, 
après un traitement long de 24 heures, l’effet génotoxique observé dans le traitement court à la 
plus faible dose de 25 ug/ml a disparu. Alors que l’effet est persisté à la plus forte dose de 100 
ug/ml avec un pourcentage de 26,24 vs 22,41 pour le témoin négatif. Ceci suggère que les 
cellules intestinales seraient capables de réparer les dommages causés par la plus faible dose de 
25ug/ml, mais pas ceux causés par la plus forte dose de 100 u1g/mIl à cause du taux élevé de 


dommages provoquées par cette dernière dose. 


Dans le cas de l’extrait méthanolique de rôti de poulet fumé, aucune augmentation 
statistiquement significative n’a été observée dans le traitement court de 4 heures quelle que 
soit la dose testée. Alors que, après 24 heures de traitement, une augmentation statistiquement 
significative de la fragmentation de l’ ADN a été notée uniquement à la plus faible dose de 125 
ug/ml, avec un pourcentage d'ADN dans la queue de 26,52 vs 17,22 pour le témoin négatif. 
Cela pourrait être expliqué par le fait que l’extrait ne peut exercer son effet qu'après un 
traitement long. L’absence d’effet aux deux fortes doses de 250 et 500 ug/ml peut expliquer 
par le fait que l’extrait induit à ces deux doses des taux élevés de dommages à l’ADN. Ces 
cellules fortement endommagées soient entrées en apoptose et l’ ADN fragmenté a disparu du 
gel, ne laissant que des cellules relativement intactes. Cela se traduirait donc par une réduction 


drastique du nombre de comètes détectées lors de la lecture. 


I1.4.2.6 Extraits du rôti de bœuf cuit fumé 
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Figure 43 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures aux 


extraits du rôti de bœuf cuit fumé. A) extrait héxanique, B) extrait méthanolique. 


Dans le cas de l’extrait héxanique du rôti de bœuf cuit fumé et dans le traitement court 
de 4 heures, l’extrait a induit des augmentations statistiquement significatives des pourcentages 
d’ADN dans la queue de la comète par rapport au témoin négatif. Ces effets significatifs ont été 
observés sur l’ensemble de la gamme de concentrations testées 25, 50 et 100 ug/ml, avec 
respectivement des pourcentages de 24,06, 25,87 et 24,31 vs 14,95 pour le témoin négatif. 
Cependant, dans le traitement long de 24 heures, aucune dose n’a entraîné une différence 
statistiquement significative par rapport au témoin négatif. L'augmentation statistiquement 
significative de la fragmentation de l'ADN uniquement dans le traitement court de 4 heures 
mais pas dans le traitement de 24 heures pourrait être expliqué par le fait que cet extrait agisse 
via la formation de radicaux libres qui sont libérés à des temps plus courts mais disparaissent 
après des expositions plus longues au cours desquelles des mécanismes de réparation de l'ADN 


ont également lieu. 


Concernant l’extrait méthanolique du rôti de bœuf cuit fumé, des résultats clairement 
négatifs ont été obtenus. En effet, il n’a entraîné aucune augmentation statistiquement 
significative des lésions de l’ ADN quelle que soit la dose testée, aussi bien après un temps court 


qu'après un temps long de traitement. 
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IL.4.2.7 Extraits du chawarma de poulet 
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Figure 44 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures aux 


extraits du chawarma de poulet. A) extrait héxanique, B) extrait méthanolique. 


Dans le cas de l’extrait héxanique de chawarma de poulet, des augmentations 
statistiquement significatives de la fragmentation de l’ ADN ont été observées aux trois doses 
testées de 25, 50 et 100 ug/ml, avec des pourcentages d’ADN dans la queue respectivement de 
24,01, 23,30 et 28,94 vs 14,95 pour le témoin négatif. À la dose de 100 ug/ml, bien 
qu'acceptable, nous pouvons remarquer que la viabilité cellulaire est moins bonne (elle est de 
66,43%). En conclusion, nous pouvons noter une différence de résultats entre le temps court et 
le temps long. Cependant, un temps de 4 heures de traitement est déjà suffisant pour permettre 
à l’extrait d'exercer sa génotoxicité et que les cellules intestinales Caco-2 sont capables de 
réparer les dommages d'ADN après 24 heures de traitement par les mécanismes cellulaires de 


réparation. 


Concernant l’extrait méthanolique de chawarma de poulet, aucune augmentation 
significative des lésions de l’ADN n’a été observée quelle que soit la dose testée et quel que 


soit le temps de traitement. 
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IL.4.2.8 Extraits du Jambon de bœuf 
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Figure 45 : Dommages à l’ ADN des cellules Caco-2 exposés pendant 4 et 24 heures aux 


extraits du Jambon de bœuf. A) extrait héxanique, B) extrait méthanolique. 

Dans le cas de l’extrait héxanique de Jambon de bœuf, des lésions de l’ADN 
statistiquement significatives ont été induites uniquement à la dose intermédiaire de 50 ug/ml 
aux deux temps de traitement ; (1) dans le traitement de 4 heures, le pourcentage d’ADN dans 
la queue de la comète est de 24,63 vs 19,48 pour le témoin négatif, (2) dans le traitement de 24 
heures, le pourcentage d'ADN dans la queue est de 20,17 vs 14,4 pour le témoin négatif. La 
diminution de pourcentage de la fragmentation d’ADN à la plus forte dose 100 u1g/mIl peut être 
expliquée par l’effet génotoxique qui était plus fort et qui peut entraîner des taux élevés de 
dommages d'ADN. L’ADN fragmenté a disparu du gel, ne laissant que des cellules 
relativement intactes. Cela se traduirait donc par une réduction drastique du nombre de comètes 
détectées lors de la lecture. 

Concernant l’extrait méthanolique de Jambon de bœuf, une augmentation 
statistiquement significative de la fragmentation de l’ ADN a été notée à la dose intermédiaire 
de 250 ug/ml dans le traitement court avec un pourcentage d'ADN dans la queue de 21,57 vs 
14,08 pour le témoin négatif. Cet effet a disparu après un long temps de traitement. Ceci montre 
que les cellules intestinales sont capables de réparer les dommages avec le temps par les 


mécanismes cellulaires de réparation. 
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Discussion générale 


La consommation des viandes et, en particulier, les viandes transformées, est liée à 
l'incidence du cancer colorectal depuis 1975 dans plusieurs études épidémiologiques (Demeyer 
et al., 2008). Gonzalez & Riboli (2006) ont rapporté que le risque de cancer colorectal peut 
augmenter jusqu’à 12 à 17 % lorsque les gens consomment 100 g de viande rouge par jour. 
Alors que, pour les viandes transformées, ce chiffre atteint 49 % lorsque la consommation 
quotidienne est de 25 g. Une recherche épidémiologique à grande échelle, impliquant 500 000 
personnes, aux États-Unis a révélé que le rapport de risque d'incidence du cancer colorectal est 
de 1,20 (p < 0,001) lorsque l'apport est de 63 g de viande rouge ou de 23 g de viande transformée 
(Cross et al., 2007). Trois méta-analyses ont également montré que la consommation de 
viandes transformées est associée au risque de cancer colorectal (Larsson & Wolk, 2006; 
Norat et al., 2002; Sandhu et al., 2001). Santarelli et al. (2008) ont estimé, à partir de ces 
méta-analyses, que 1 g de viande transformée augmente le risque de cancer colorectal 2, 6, ou 
11 fois plus que 1 g de viande rouge fraîche, respectivement, pour les trois méta-analyses. Une 
autre méta-analyse de 200 études publiées en 2015 confirme la corrélation entre la 
consommation de viande transformée (supérieure à 50 g par jour) et de viande rouge (500 g par 
semaine) et le cancer colorectal. De plus, des associations positives ont été retrouvées entre la 
consommation de viande transformée et un risque accru de cancer de l'estomac (Larsson et al., 
2006), du pancréas (Larsson & Wolk, 2012), de l'œsophage et de la vessie (Lippi et al., 2016). 
Une autre grande étude a estimé que la consommation de plus de 20 g de viande transformée 
par Jour augmentait le taux de mortalité (Rohrmann et al., 2013). Bien que les études 
épidémiologiques des viandes transformées soient importantes pour l'évaluation du risque 
toxicologique pour l'homme, ces études ne peuvent pas évaluer avec précision l'exposition. 
Ainsi, l'évaluation des risques dépend largement des études expérimentales menées en 


laboratoire. 


Les études d'alimentation chronique menées sur les rongeurs pour évaluer l’effet 
cancérogène de la consommation des viandes transformées sont limitées (Santarelli et al. 
2010). Cependant, ce type d’études prend beaucoup de temps et coûteux. Par conséquent, des 
tests plus simples, rapides et moins coûteux, tels que les tests de mutagénicité et de génotoxicité, 


peuvent être envisagés (Grobstein et al., 1982). 
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Dans la présente étude on s’est intéressé aux viandes transformées industriellement. 
Malgré la grande consommation de ce type de viande dans le monde, il existe très peu de 


données sur leur effets génotoxiques. 


En Algérie, les produits carnés transformés industriellement sont largement consommés, 
notamment en raison de leur disponibilité en différentes saveurs et de leur faible coût par rapport 
aux viandes fraîches (Chikhi & Bencharif, 2016). Ainsi, il est très important de s'assurer qu'en 
plus de leur sécurité microbiologique, ces produits vendus dans les marchés populaires ne 
contiennent pas de substances susceptibles de présenter un risque toxicologique pour la santé 
des consommateurs. À cet égard, le risque potentiel concevable est la présence de composés 
génotoxiques : (1) ajoutés délibérément tels que les additifs alimentaires, et/ou (2) résultant de 
la transformation des viandes, par des méthodes physiques ou chimiques, tels que HAPSs, AHAs 
et les NAs (ANSES, 2015; Omoruyi & Pohjanvirta, 2014). Des études de criblage sont donc 
nécessaires pour vérifier que les procédés utilisés par l'industrie des produits carnés sont 
appropriés de ce point de vue. La présente étude a été réalisée pour déterminer le potentiel 
mutagène et génotoxique des produits carnés transformés industriellement. Pour ce faire, le test 
d'Ames, le test du micronoyau in vitro et le test des comètes in vitro ont été réalisés pour avoir 
une idée globale sur les effets de ces produits. Fait intéressant, cette combinaison de tests 
complémentaires permet de couvrir des événements génétiques pouvant conduire à une 
génotoxicité, qui sont des mutations géniques, des aberrations chromosomiques (structurelles 
et numériques) et des cassures de brins d’ADN. La stratégie qui combine le test d'Ames avec 
le test du micronoyau est recommandée par l'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments 
pour l'évaluation in vitro de la génotoxicité des aliments (EFSA, 2011). De plus, cette approche 
a été complétée par le test de comète in vitro afin d'évaluer les lésions pré-mutagènes 


potentielles. 


En ce qui concerne le test d'Ames, les résultats montrent que la majorité des extraits de 
viandes transformées analysés sont non mutagènes avec l’ensemble des souches de S. 
typhimurium testées (TA1537, TA98, TA100 et TA102), tant en absence qu’en présence du 
système d’activation métabolique. Les rares augmentations biologiquement significatives du 
nombre moyen de révertants obtenues avec certains extraits (les extraits méthanoliques de 
corned-beef importé, de salami et de chawarma de poulet ainsi que l’extrait héxanique de K- 
chir) ne sont pas réellement pertinentes en termes de mutagénicité, car ces extraits peuvent 


contenir des acides aminés tels que l’histidine qui peuvent provoquer au cours du test d’ Ames 
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standard une croissance supplémentaire de S. fyphimurium sur les boîtes de Pétri contenant le 
milieu minimum et entraîner des mutations spontanées supplémentaires et/ou une prolifération 
de la pousse de fond de bactéries non révertantes qui obscurcissent les colonies révertantes 
(Thompson et al., 2005). De faibles quantités d'acide aminé histidine peuvent entraîner une 
augmentation modérée du nombre de colonies révertantes, tandis que des quantités plus élevées 
provoquent une prolifération importante de la pousse bactérienne de fond, rendant impossible 
le comptage de colonies révertantes (Thompson et al., 2005), cela pourrait expliquer ce que 
l’on observe à la plus forte dose de 5000 ug/ boîte avec l’extrait méthanolique du corned-beef 
fabriqué en Algérie (TA1537, TA98 et TA102) et avec l’extrait méthanolique du sauscisson 
salami de bœuf (TA102). Ainsi, afin de pouvoir conclure quant au potentiel mutagène des 
extraits présentant une augmentation biologiquement et statistiquement significative du nombre 
moyen de révertants, un essai complémentaire, test d’ Ames modifié « treat and wash assay » a 
été réalisé. Ce test a le même principe que celui du test d’ Ames standard, sauf qu’une étape 
supplémentaire a été ajoutée .e. le lavage des bactéries pour éliminer le produit à tester, y 
compris les acides aminés, après une exposition de 90 minutes avant l’étalement sur boîtes de 
Pétri contenant le milieu minimum. Les résultats obtenus avec ce test montrent que les extraits 
analysés sont non mutagènes. Par conséquent, leurs premiers résultats positifs étaient 
probablement dus à la présence d’acides aminés notamment l‘histidine dans les extraits qui ont 
conduit à des résultats faussement positifs. Il est intéressant de noter que les extraits qui 
montrent une signification statistique, on ne peut pas les considérer comme mutagène, car selon 
l'OCDE la signification statistique ne doit pas être le seul facteur de décision (OCDE n°471, 
1997). Cette méthode est particulièrement recommandée au cas où l'on observe une diminution 


d'une façon marquée du nombre de mutants à une ou aux deux plus fortes doses étudiées. 


Dans notre étude, les résultats négatifs obtenus avec le rôti de bœuf cuit fumé et le rôti 
de poulet fumé dans le test Ames (en présence du système d’activation métabolique) peuvent 
être considérés comme inattendus. En effet, 1l est bien établi que les HAPSs et les AHAs sont les 
principaux mutagènes formés lors du fumage et du rôtissage des viandes (Jägerstad & Skog, 
2005). L’explication possible de ces résultats réside dans les méthodes de traitement des viandes 
utilisées par l'industrie, comme la cuisson à des températures basses pendant de courtes périodes 
de temps qui peut diminuer ou empêcher la formation de mutagènes (Knize et al., 1994). De 
plus, dans le cas du rôti de poulet fumé qui contient le nitrite dans ses ingrédients, le résultat 


négatif obtenu pourrait être également expliqué par l’interaction des AHAs avec les nitrites 
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résultant en la diminution de l’activité mutagène. Yoshida & Matsumoto (1978) ont signalé 
que lorsque l’extrait mutagène de viande de poulet rôti, le condensat de fumée de tabac et 
certaines AHAS étaient traités avec du nitrite dans des conditions acides, il y avait une 
diminution de l'activité mutagène de ces substances lorsque tester sur S. fyphimurium. De 
même, Tsuda et al. (1980) ont découvert qu'un traitement acide avec une solution de nitrite de 
sodium entraînait la perte de l'activité mutagène des amines hétérocycliques Trp-P-1, Trp-P-2 


et Glu-P-1. 


La mutagénicité des viandes transformées industriellement a été étudiée pour la 
première fois par Krone et Iwaoka (1984) en utilisant le test d’ Ames, en absence et en présence 
du système d’activation métabolique, avec deux souches de S. typhimurium (TA1538 et 
TA100). Ils ont trouvé une activité mutagène vis-à-vis de la souche TA1538, en présence de 
S9, avec les extraits de corned-beef et de rôti de bœuf en conserve, et ils ont conclu que ce type 
d’aliment peut présenter un risque important et cumulatif pour la santé humaine en raison de sa 
large consommation au cours du temps. Mais il convient de noter que Krone et Iwaoka n’ont 
pas envisagé la présence d’histidine dans les extraits de produits alimentaires analysés, ce qui 
pourrait être conduire à des résultats faussement positifs. Une autre étude a été réalisée par 
Omoruyi et Pohjanvirta (2014) sur la mutagénicité des aliments transformés industriellement, 
y compris les viandes transformées, en utilisant le test d'Ames standard et les deux tests d’ Ames 
modifiés (treat and wash assay et methylcellulose overlay assay). Is ont rapporté que les 
extraits de bœuf fumé à froid et de poulet fumé montrent une activité mutagène vis-à-vis de la 
souche TA100, en présence et en absence d’activation métabolique, dans les trois tests utilisés, 
indiquant que l'effet mutagène n'était pas secondaire à la libération d'histidine par les produits 
alimentaires. De plus, ils ont conclu que le véritable potentiel mutagène du salami au poivre 
reste incertain, car ce produit présentait une activité mutagène sur la souche TA100 lorsqu'il a 
été examiné par le test d’Ames standard, cependant, il a été trouvé mutagène que dans le 
methylcellulose overlay assay, mais pas dans le freat and wash assay. Contrairement à nos 
résultats, le corned-beef, le salami, le rôti de bœuf cuit fumé et le rôti poulet fumé n'étaient pas 
mutagènes. Cette différence dans les résultats pourrait être due d'une part à la différence des 
ingrédients et des méthodes de transformation de ces produits, et d'autre part à la différence des 
méthodes d'extraction utilisées et de la gamme de concentrations testées. Nous ne pouvons 


également pas exclure des résultats faussement négatifs produits à la suite d'une extraction 
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incomplète des éventuels mutagènes avec les solvants d’extraction utilisés (méthanol et n- 


héxane) (Grüter et al., 1991). 


En ce qui concerne les résultats du test des micronoyaux, seul l’extrait héxanique du 
corned-beef fabriqué en Algérie qui a montré un effet faiblement génotoxique dans le traitement 
continu de 27 heures en absence d’activation métabolique sans période de recouvrement (S9- 
27 h /+0 h). Au meilleur de notre connaissance, notre étude est la première dans son genre qui 
a étudié l’effet des extraits de viandes transformées industriellement, tel qu’évalué par le test 


des micronoyaux in vitro réalisé sur les cellules Iymphoblastoïdes humaines TK6. 


Les résultats du test des comètes montrent que 3/8 des extraits méthanoliques de 
produits analysés (Saucisson salami de bœuf, rôti de poulet fumé et Jambon de bœuf) et 5/8 des 
extraits héxaniques de produits analysés (Saucisson salami de bœuf, rôti de poulet fumé, rôti de 
bœuf cuit fumé, chawarma de poulet et Jambon de bœuf) ont un effet génotoxique sur les 
cellules intestinales Caco-2. Ces résultats ne s’accordent pas avec ceux d’une étude précédente 
en Finlande où ils ont trouvé des résultats négatifs avec tous les extraits de viandes transformées 
analysés en utilisant le test des comètes en condition alcaline (pH > 13) sur les cellules 


hépatiques HepG2 (Omoruyi & Pohjanvirta, 2014). 


Les effets génotoxiques observés dans notre étude pourraient être dus à la présence des 
additifs alimentaires dans les extraits. Récemment, les additifs alimentaires ont attiré l'attention 
en tant que causes potentielles de diverses maladies humaines ; ils sont parmi les facteurs 
responsables de l'apparition du cancer, des insuffisances hépatiques et néphritiques, et du 
potentiel génotoxique (Demir et al., 2008; Tanaka, 2007; Türkoÿlu, 2007). De nombreuses 
études in vivo et in vitro ont montré la génotoxicité de plusieurs additifs alimentaires, qui sont 
autorisés à être utilisés de manière cohérente, dans différentes lignées cellulaires. Parmi ces 
additifs, le nitrite de sodium, l’acétate de sodium, le rouge allura AC, le glutamate de sodium 
et l’acide citrique (SIN 330) qui sont parmi les ingrédients de quelques produits carnés étudiés 


(saucisson salami de bœuf, rôti de poulet fumé et corned-beef en Algérie). 


> Le nitrite de sodium est largement utilisé dans l'industrie alimentaire comme fixateur de 
couleur et conservateur des produits à base de poisson et de viande. Il agit comme un 
exhausteur de goût et retarde le rancissement en empêchant l'oxydation des graisses. Il 
inhibe également la croissance des micro-organismes, en particulier Clostridium 
botulinum qui provoque le botulisme (Dosay-Akbulut, 2020). Cependant, le nitrite de 


sodium peut provoquer des effets néfastes sur la santé humaine, notamment la 
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cancérogénicité et la génotoxicité (Gui et al., 2016; Zhou et al., 2016). Cela est en 
accord avec de nombreuses études qui ont été menées pour étudier l’effet génotoxique 
du nitrite de sodium en utilisant le test des comètes. Peycheva et al., (2014) ont été 
évalué l’effet génotoxique d’un groupe d’additifs alimentaires, y compris le nitrite de 
sodium, à des concentrations inférieures aux niveaux normaux d’utilisation, sur les 
cellules d'érythroleucémie humaine K562. Ils ont trouvé que le nitrite de sodium a une 
activité génotoxique à toutes les concentrations testées de 0,5, 10 et 100 pmol/L. Dans 
une autre étude in vivo menée par Ansari et al., (2017) sur le risque génotoxique 
potentiel de nitrite de sodium, le test des comètes a montré que le traitement avec le 
nitrite de sodium induit des dommages à l’ ADN de manière dose-dépendante dans les 
cellules intestinales des rats. 

Il a été rapporté également que le rouge allura AC, principalement utilisé comme 
colorant alimentaire, a des effets génotoxiques selon différents systèmes de test. En 
utilisant le test des comètes in vivo en condition alcaline, Tsuda et al. (2001) et 
Shimada et al. (2010) ont trouvé que le rouge allura causait des dommages à l’ ADN du 
côlon chez les souris après 3 heures de traitement. Les dommages peuvent persister 
jusqu’à 24 heures (Tsuda et al., 2001). Sasaki et al. (2002) ont étudié l’effet 
génotoxique de 39 additifs alimentaires, notamment des colorants alimentaires, des 
fixateurs de couleurs, des conservateurs, des antioxydants, des fongicides et des 
édulcorants. Après administration orale de ces substances à des souris, leurs tissus de 
l'estomac, du côlon, du foie, des reins, de la vessie, de la moelle osseuse, des poumons 
et du cerveau ont été collectés et utilisés pour le test des comètes. Ils ont indiqué que 
parmi tous les additifs, les colorants alimentaires ont l'effet de génotoxicité le plus élevé. 
Tous les colorants alimentaires étudiés, y compris le rouge allura, ont induit des 
dommages à l'ADN dans les cellules de l'estomac et du côlon, à des doses proches des 
apports quotidiens acceptables, après trois heures de traitement. Ils ont également 
remarqué que ces colorants situaient des dommages à l'ADN dans les organes gastro- 
intestinaux. 

L'acide citrique (SIN 330), largement utilisé comme acidifiant, régulateur de pH, 
exhausteur de goût et comme antioxydant dans de nombreux aliments, peut également 
causer des dommages à l’ ADN (Dosay-Akbulut, 2020). Yilmaz et al. (2014) et Abd- 
elhakim et al. (2018) ont étudié l’effet génotoxique de l’acide citrique sur les 


lymphocytes humains et les lymphocytes de rats, respectivement, en utilisant le test des 
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comètes en condition alcaline. Les résultats ont montré une augmentation 
statistiquement significative de la fragmentation de l’ADN par rapport au témoin 
négatif. Pandir (2014) a également trouvé que l'acide citrique a induit une 
augmentation statistiquement significative du pourcentage d’ADN dans la queue de la 
comète dans des cellules germinales mâles humaines après une heure d’exposition. 

> L’acétate de sodium est fréquemment utilisé comme conservateur pour prolonger la 
durée de conservation des produits en les protégeant de la détérioration causée par des 
micro-organismes (Mohammadzadeh-aghdash et al., 2018). Il a été rapporté qu'il 
avait un effet génotoxique sur les lymphocytes de rats en utilisant le test des comètes 
(Abd-elhakim et al., 2018). 

> Le glutamate monosodique est l'un des exhausteurs de goût les plus utilisés dans le 
monde. Des études, utilisant le test des comètes, ont rapporté que cet additif a causé des 
dommages à l’ ADN dans (1) des cellules corticales cérébrales de rats Sprague-Dawley 
(Yang et al., 2010), (2) des cellules testiculaires de rats après 90 jours d’exposition in 
vivo (Ismail, 2012), (3) des lymphocytes humaines après une heure d’exposition in vitro 
(Ataseven et al., 2016) et (4) des cellules de neuroblastome humain IMR-32 (Shah et 
al., 2019). 


Les effets positifs pourraient être également dûs aux NAs comme dans le cas du corned- 
beef fabriqué en Algérie en utilisant le test du micronoyau, et de saucisson salami du bœuf, de 
rôti de poulet fumé et de chawarma de poulet en utilisant le test des comètes. Ces composés 
peuvent se former de façon non-intentionnelle dans ces produits, car ils contiennent le nitrite 
dans ses ingrédients. Elles sont formées à partir de la réaction de certaines amines avec des 
nitrites. La plupart de ces NAs sont connus pour être génotoxiques et sont classés comme 
cancérigènes pour l’homme (Byun et al., 2004; IARC, 1978). Il est prouvé que de faibles doses 
de NAs exercent un effet cancérigène sur les animaux de laboratoire et c'est pourquoi les 
autorités sanitaires s'inquiètent de l'utilisation du nitrite dans les produits carnés (Flores et al., 
2019). Certaines NAs, comme celles formées dans les aliments et qui sont impliquées dans le 
cancer de l'æœsophage ou de l'estomac, sont des cancérogènes à action directe, c’est-à- dire ne 
nécessitent pas une activation métabolique pour exercer leur effet (Barnes et al., 2018). Il n’y 
a pas de base scientifique disponible qui établit les limites des quantités de nitrite qu’elles 
doivent ajouter pendant l’industrialisation par rapport à la formation des NAs. Par ailleurs, 


même si des inhibiteurs de la nitrosation (l’acide ascorbique dans le cas du salami et de 
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chawarma de poulet) sont utilisés pour réduire la possibilité de formation des NAs. Il convient 
de noter que les nitrites restants peuvent encore produire des effets toxiques (Codex Committee 
on Food Additives 17/49/11 [CX/FA], 2016). De plus, il faut tenir compte la contribution 
d’épices comme par exemple le poivre noir à la formation des NAs. Cela a été démontré avec 
des mélanges d'épices et de nitrite qui ont généré des NAs, principalement NPIP et NPYR. Ceci 
est dû à la présence de précurseurs de NPIP et de NPYR dans le poivre noir comme la 
pyrropérine, la pyrrolidine, la pipérine et la pipéridine (De Mey et al., 2014; Nakamura et al., 
1981). Par conséquent, dans plusieurs réglementations comme la FDA (Food and Drug 
Administration), il est déconseillé de combiner des nitrites avec des épices (Flores et al., 2019). 
Les emballages en plastique contenant des dibutyles ou des diéthyldithiocarbamates, peuvent 
également être nitrosés et conduire à la formation des NAs (Molognoni et al., 2019). Des NAs 
ont été détectés dans des produits carnés estoniens (tels que les viandes en conserve [porc, 
boeuf, poulet], le salami, les saucisses de Francfort, les saucisses fumés...) (Yurchenko & 
Mülder, 2007), produits turcs (saucisses, salami, soudjouk et doner kebab) (Ozel et al., 2010), 
produits espagnols (tels que le poulet en conserve, mortadelle, le jambon de dinde, les saucisses 
de Francfort, le pâté de dinde, le saucisson sec assaisonné au paprika...) (Campillo et al., 
2011), produits danois (filet fumé, salami et d’autres) (Herrmann et al., 2015) et des produits 
indonésiens (les saucisses, le corned-beef, les hamburgers et le bœuf fumé) (Cintya et al., 
2019). De plus, dans une étude récente d'Üzbay et Sireli (2021), des NAs (NDMA, NPYR, 
NPIP et NDBA) ont été détectées dans tous les échantillons de salami analysés (100 %) 
appartenant à 20 marques différentes et qui provenaient de différents types de viandes (bœuf, 
dinde, poulet, dinde + bœuf, dinde + poulet, bœuf + poulet). Par ailleurs, l'effet positif observé 
avec les extraits héxaniques de rôti de bœuf cuit fumé et le Jambon de bœuf pourrait être dû à 
d’autres sous-produits de transformation de viandes. Il est donc très important d’effectuer des 
études analytiques sur ces extraits pour identifier le ou les composés chimiques responsables 


de l’activité génotoxique. 


Il est bien établi que la transformation et la cuisson des viandes peuvent produire des 
composés connus comme génotoxiques tels que les HAPSs et les AHAs (Mandal et al., 2018). 
Cependant, nous pensons que les effets génotoxiques observés dans notre étude ne sont 
probablement pas dus à ces composés, car ils nécessitent une activation métabolique dans les 
cellules hôtes pour les transformer en intermédiaires réactifs capables d'exercer des effets 


génotoxiques (Barnes et al., 2018). 
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Ainsi, d'autres investigations utilisant une approche analytique rigoureuse sont 
nécessaires pour l'identification exacte du ou des composés chimiques responsables de l'activité 


génotoxique observée. 


L'effet génotoxique obtenu peut être attribué à l’utilisation des procédés de fabrication 
inappropriés par l’industrie. Dans ce contexte, nous recommandons aux fabricants de prendre 
des mesures de maîtrise strictes pendant la fabrication des produits de viandes, tels que par 
exemple le contrôle des modalités des procédés (la température et le temps de cuisson) et/ou la 
réduction d’utilisation des additifs alimentaires, pour réduire le risque potentiel pour les 


consommateurs. Ces résultats constituent une base pour de futures études sur ce sujet. 
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Conclusion et perspectives 


Conclusion et Perspectives 


Les viandes transformées sont les aliments les mieux reliés au risque de cancer en 
épidémiologie. Ces aliments sont le plus fréquemment retrouvés comme facteurs de risque, et 
sont aussi ceux qui présentent les risques relatifs les plus élevés globalement. À ce jour, les 
études épidémiologiques tendent à montrer une augmentation du risque de cancer colorectal 
pour les individus consommant beaucoup de viandes rouges, le risque serait même multiplié 
par trois ou quatre à poids égal pour les viandes transformées. Cependant, l’effet de ces viandes 
a été très peu (ou pas) étudié par des études expérimentales in vitro où in vivo pour confirmer 
les études épidémiologiques. C’est pour cette raison, notre étude visait à évaluer l’effet 
mutagène et génotoxique potentiel d'extraits polaires et non polaires de certains produits de 
viandes industriellement transformées commercialisés en Algérie. Pour atteindre cet objectif, 
nous avons mis en œuvre trois tests, le test d’Ames en utilisant quatre souches de 
S.typhimurium, le test du micronoyau sur des cellules lymphoblastoïdes humaines TK6 et le 


test des comètes sur des cellules intestinales humaines Caco-2. 


Globalement, les résultats du test d’ Ames ont montré que tous les extraits de viandes 
transformées analysés sont non mutagènes avec l’ensemble des souches de S. fyphimurium 
testées, tant en absence qu’en présence du système d’activation métabolique. Cependant, le test 
des micronoyaux et le test des comètes ont montré que certains extraits de viandes analysés ont 
un effet génotoxique. Nos résultats confirment que les produits de viandes transformées 
présentent un risque majeur pour la santé humaine. Par conséquent, la présente étude démontre 
l'importance d'effectuer un suivi diététique des aliments transformés à l'aide de tests de 


génotoxicité pour évaluer leurs effets nocifs potentiels sur les consommateurs. 


Plusieurs hypothèses ont été avancées quant aux composés possibles responsables à la 
génotoxicité obtenue, qui semblent toutes plausibles : l’apparition d’AHAs et HAPS lors de la 
cuisson, la présence des additifs alimentaires et la formation des NAS par l’interaction des 
nitrites avec les amines. Des études complémentaires doivent donc être effectuées dans le 
domaine d'analyse pour identifier et quantifier le ou les composés chimiques responsable de 
l'activité génotoxique obtenue. Cette tâche sera nécessaire pour déterminer les sources de 
contaminants toxiques et pour concevoir des mesures de maîtrise pour réduire ou même 
supprimer les substances dangereuses dans les produits carnés, afin d’éliminer le risque et de 
s’assurer de la sécurité des consommateurs. La génération de toutes ces substances dangereuses 
peut être évitée si des précautions appropriées et de bonnes pratiques de fabrication sont prises 
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pendant le traitement. Ainsi, les stratégies pour réduire la formation des NAS sont 
principalement orientées vers la réduction moins possible des quantités de nitrites ajoutées au 
produit et l'évitement de la combinaison de nitrites avec épices. Dans le cas des AHAs et HAPSs, 
la meilleure mesure préventive est de contrôler la température et le temps de cuisson (utilisation 
des températures basses et des temps de cuisson réduits). De plus, il est conseillé de limiter le 


recours aux additifs alimentaires. 


L'exposition à des doses faibles d’additifs alimentaires et de composés issus de la 
transformation, qui ne sont pas détectables par les tests in vitro, mais régulière présente un 
danger réel pour la santé des consommateurs. L’évaluation du risque découlant de cette 


exposition par des travaux à long terme sur des animaux est donc indispensable. 


En l’état actuel des connaissances scientifiques, les consommateurs sont invités à limiter 
leurs apports en charcuterie. Dans les conclusions de son enquête nationale sur l’alimentation, 
l’Office fédéral de la sécurité alimentaire et des affaires vétérinaires (OSAV) recommande « de 
ne pas consommer des produits à base de viande transformée plus d’une fois par semaine ». 
Cependant, en cas de consommation de charcuteries, selon les recommandations de l’Institut 
National du Cancer, il est conseillé de réduire autant que possible la taille des portions et la 


fréquence de consommation. 
Comme perspectives, nous préconisons : 


- Elargir l’étude de génotoxicité sur d’autres produits carnés commercialisés ; 

- Dosage des additifs alimentaires dans les extraits présentant un effet positif ; 

- Identification et la quantification des substances néoformées susceptibles 
d’apparaître dans les produits carnés tels que les AHAs, HAPSs et les NAs en 
utilisant HPLC et GC ; 

- Recours à des études in vivo ; 


- Evaluation des viandes cuites par les différentes méthodes de cuisson. 
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ANNEXES 


Annexes 


Annexe I : Préparation des milieux de culture et des réactifs utilisés dans les tests de 
génotoxicité. 
IL. Milieux de culture et réactifs pour le test d’ Ames 
L.1 Milieu TSA (Tryptone Soja Agar) 
Milieu TSA 40 g 
Eau distillée 1000 ml 


L.2 Milieu liquide pour cultures bactériennes (Bouillon nutritif Oxoïd n° 2) 


Bouillon nutritif Oxoïd n° 2 10 g 
Eau distillée 400 ml 
L.3 Gélose de fond 


> Solution de glucose à 40% 


Glucose anhydre 20 g 
Eau distillée 50 ml 


Filtrer la solution sur un Sterifilm 0,22 um (filtre MILLIPORE 500 ml) 


> Milieu Vogel Bonner (Milieu E) 
Dans un bécher de 2 L, introduire environ 500 ml d’eau stérile très chaude (80 à 100 °C 


environ) et faire dissoudre sur agitateur magnétique dans l’ordre et en agitant : 


Sulfate de magnésium MgSO4, 7 H20 10 g 
Acide citrique monohydrate 100 g 
Hydrogénophosphate dipotassique anhydre K2 HPO4 500 g 


Hydrogénophosphate Ide sodium et d’ammonium NaNH4 HPO:, 4 H20 175 g 


Compléter à 1000 ml 


> Préparation de la gélose de fond 


Agar Oxoid 15 g 

Solution de glucose à 40% 50 ml 

Milieu E 20 ml 

Eau Stérile 970 ml 
L4 Milieu M (0,5 mM) 

L-Histidine 209,6 mg 


D-Biotine 244 mg 


Annexes 


Eau distillée stérile (légèrement tiède) 2000 ml 


Agiter sur agitateur magnétique, à froid, pendant au moins 4 heures jusqu’à dissolution 
complète des ingrédients. 

Filtrer à l’aide d’une trompe à vide sur filtre Millex 0,2 um dans des bouteilles de stockage 
(sous flux laminaire). 


L.5 Gélose molle de surface 


Agar oxoïd 68 
Chlorure de sodium 5 g 
Eau distillée stérile 1000 ml 


Porter le mélange à ébullition jusqu’à solubilisation et clarification puis porter à l’autoclave 
pour stérilisation pendant 15 minutes à 120° C. 

Maintenir la gélose en surfusion dans un bain marie à 45 -50° C, puis ajouter 10 % 
(concentration finale) de milieu M. 

Répartir à l’aide d’un répartiteur automatique Wheaton à raison de 2 ml en petits tubes stériles 
placés au bain-marie à sec à 45° C +1. 


L6 Réactifs pour la préparation du S9-mix 
L6.1 Solution KCI 1,65 M (123,2 mg/ml) 


Chlorure de potassium anhydre 12,32 & 


Eau distillée stérile 100 ml 
Stériliser la solution à l’autoclave pendant 15 minutes à 120° C. 
L6.2 Solution MgCl 0,4 M (81,2 mg/ml) 


Chlorure de magnésium (6 H20) 8,12 g 


Eau distillée stérile 100 ml 
Stériliser la solution à l’autoclave pendant 15 minutes à 120° C. 


L6.3 Solution d’amide nicotinique adénine-dinucléotide phosphate (NADP) 0,1 M (78,7 
mg/ml) 


NADP 5g 


Eau distillée stérile 63,5 ml 


Stériliser la solution par filtration sur membrane Millex 0,45 pm. 
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L.6.4 Solution de glucose 6 phosphate 1 M (304 mg/ml) 


Glucose 6 phosphate 5 g£ 
Eau distillée stérile 16,45 ml 


Stériliser la solution par filtration sur membrane Millex 0,45 pm. 
L.6.5 Tampon phosphate pH 7,4 à 0,2 M 
> Préparation de la solution A 


Na H2PO4, H20 13,8 g 


Eau distillée stérile 500 ml 
> Préparation de la solution B 


Na HPO:4 14,2 £ 


Eau distillée stérile 500 ml 
> Préparation de la solution tampon 


Solution A 100 ml 
Solution B 450 ml 


L7 Solution de NaOH 0,02 N (0,8 g/l) 


NaOH 80 mg 
Eau distillée 100 ml 


L8 Solution d’ampicilline à 1 mg/ml 


Ampicilline trihydrate 100 mg 
Solution NaOH à 0,02 N 100 ml 


Stériliser la solution par filtration sur membrane Millex 0,45 pm dans un flacon stérile. 
L9 Solution de tétracycline à 40 ug/ml 


Tétracycline 4 mg 
Eau distillée 100 ml 


Stériliser la solution par filtration sur membrane Millex 0,45 um dans un flacon stérile. 
L.10 Solution de cristal violet à 1 mg/ml 


Cristal violet 100 mg 
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Eau distillée stérile 100 ml 
IL. Milieux de culture et réactifs pour le test du micronoyau 
IL.1 Milieu RPMI 0 (milieu de culture de base) 


Ce milieu contient en concentration finale 2 g/l de bicarbonate de sodium, 10 ml/ 
d’acides aminés non essentiels, 200 Ul/mIl de pénicilline, 50 ug/mIl de streptomycine et 0.2 ml 


d'HCI 7.5 N. 


RPMI de base (poudre) 10,43 g 
Acides aminés non essentiels 10 ml 
Pénicilline/streptomycine 4 ml 
Eau 1000 ml 
NaHCO3 2 g 

HCI 7.5 N 0,2 ml 
IL.2 Milieu RPMI 10 


Milieu RPMI 0 auquel sont ajoutés à 10% de sérum de cheval décomplémenté, 0.05% 
d’acide pluronique (solution de poloxamer 188), 2% de L-glutamine, 2% de pyruvate de sodium 


et 0.25% d’amphotéricine B. 


RPMI 0 (préparation interne) 840 ml 
L-glutamine à 3% (préparation interne) 6,4 ml 
Pyruvate de sodium 20mg/ml (préparation interne) 9,2 ml 
Sérum de cheval décomplémenté 95 ml 
Amphotéricine B (préparation interne) 60 ul 
Solution de poloxamer 188 4,8 ml 


IL3 Milieu de lavage pour le test de génotoxicité (60 ml) 
Ce milieu contient : milieu RPMI 0 + 1% d’une solution de poloxamer 188 à 10%. 
RPMI 0 60 ml 
Solution de poloxamer 188 à 10% 600 ul 


IL.4 Milieu du choc hypotonique pour le test de génotoxicité (60 ml) 


Ce milieu contient : milieu RPMI 0 dilué au 2 dans l’eau distillée + 1% d’une solution 


de poloxamer 188 à 10%. 
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RPMI 0 30 ml 
Eau distillée 30 ml 
Solution de poloxamer 188 à 10% 600 ul 


ILS Solution de fixation pour le test de génotoxicité (72 ml) 


Cette solution contient : 3 volumes d’éthanol absolu + 1 volume d’acide acétique. 


Acide acétique 18 ml 


Ethanol absolu 54 ml 


IL.6 Solution MTT à 0.5 mg/ml pour le test de cytotoxicité (30 ml) 
Cette solution contient : solution à 5 mg/ml (dans PBS) diluée au 1/10°"° dans le milieu 


Dulbecco sans rouge de phénol. 


Milieu Dulbecco 27 ml 
Solution MTT à 5 mg/ml 3 ml 


IL.7 Solution Isopropanol/HCI pour le test de cytotoxicité (36 ml) 


Isopropanol 34,5 ml 
HCIà IN 1,5 ml 


IL8 Réactifs pour la préparation du S9-mix 
ILS8.1 Préparation du NADP à 25 mg/ml 


La préparation est effectuée à partir de la solution de NADP à 0.1 M (utilisée pour le 


test d’ Ames). 


- Mélanger 0.4 ml de NADP à 0.1 M + 0.86 ml d’eau distillée stérile. 


- Prélever 1 ml de cette solution pour 5 ml de S9 mix. 
IL.8.2 Préparation du glucose-6-phosphate (G6P) à 180 mg/ml 


La préparation est effectuée à partir de la solution de G6P à 1 M (utilisée pour le test 


d’Ames). 


- Mélanger 0.8 ml de G6P à 1 M + 0.55 ml d’eau stérile. 


- Prélever 1 ml de cette solution pour 5 ml de S9 mix. 
IL.8.3 Préparation du KCI à 150 mM (11.18 g/l) 


KCI 1,118e 
Eau distillée 100 ml 
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III. Réactifs du test de comètes 
III.1. Solution de NaOH à 10 N 


Hydroxyde de sodium (NaOH) 200 g 
Eau distillée 500 ml 


IIL.2. Solution d’'EDTA à 200 mM (pH 10) 


Ethylènediaminetétraacétate disodique (Na2EDTA) 14,9 g 
Eau distillée 200 ml 


IIL.3. Préparation de la solution de lyse 


> Solution en sels 


Eau distillée 700 ml 
NaCI 146,1 g 
Na2EDTA 37,2 g 
Trizma base 1,2g 
Eau distillée 700 ml 
NaOH 8 £ 


Ajuster le pH à 10 puis compléter le volume à 900 ml. Conserver à température ambiante pour 


6 mois maximum. 


> Solution de lyse 


Solution en sels 72 ml 
Triton X-100 0,8 ml 
DMSO 8 ml 


IIL.4. Solution de neutralization (Tris-HCI à 0,4 M) 


Trisma base 48,5 g 
Eau distillée 1000 ml 
pH 7,5 


ILS. Tampon d’électrophorèse 


Solution de NaOH à 10 N 30 ml 
Solution d’'EDTA à 200 mM 5 ml 
Eau distillée 965 ml 
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pH 


> 13 


IIL.6. Solution de bromure d’éthidium (2 ug/ml) 


Bromure d’éthidium 


Eau distillée 


20 ug 
1 ml 


Diluer à 1/ 10°" pour obtenir une concentration finale de 2 ug/ml. 


Annexe II : Témoin négatif (DMSO) historiques du test d’ Ames. 


Résultats des essais effectués au laboratoire avec le témoin négatif (DMSO) (50 études de 


Novembre 2016 — Octobre 2018). 


Témoin négatif (DMSO) 
 . Sans activation métabolique Avec activation métabolique 
Moyenne + écart-type Moyenne + écart-type 
(Écarts extrêmes) (Écarts extrêmes) 
5.7 + 2.4 6.6 + 2.7 
TA1537 
(0 — 13) (1 — 16) 
TA9S 16.1 +4.7 24.2 + 6.1 
(4 — 34) (10 — 43) 
2 15. .1 +20.2 
TA100 94.2 + 15.2 90 0 
(53 — 138) (46 — 154) 
.8 + 42. 229.1 +58. 
TA 102 179.8 + 42.6 9 58.8 
(76 — 332) (96 — 424) 


Annexe III : Témoin négatif (éthanol pure) historiques du test d’Ames. 


Résultats des essais effectués au laboratoire avec le témoin négatif (éthanol pure) (49 études de 


Novembre 2015 — Novembre 2018). 


Témoin négatif (éthanol) 
Sichés Sans activation métabolique Avec activation métabolique 
Moyenne + écart-type Moyenne + écart-type 
(Écarts extrêmes) (Écarts extrêmes) 
6.0 +2.7 6.6 +2.7 
TA1537 
(0 — 19) (1 — 16) 
17525,7 24.2 + 6.1 
TA98 
(5 — 37) (10 — 43) 
0 +18. .1 + 20.2 
TA100 92.0 + 18.3 90 0 
(51 — 230) (46 — 154) 
145.9 + 54,. 229.1 +58. 
TA102 5.9 + 54.6 9.1 + 58.8 
(40 — 326) (96 — 424) 
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Annexe IV : Témoins positifs historiques du test d’ Ames. 


Résultats des essais effectués au laboratoire avec les témoins positifs (49 études de Novembre 


2015 — Novembre 20138). 


Sans activation Avec activation 
Témoins positifs métabolique métabolique 
Souches : = 
(ug/ml) Moyenne + écart-type Moyenne + écart-type 
(Écarts extrêmes) (Écarts extrêmes) 
+ 
TA1537 329.6 +144.5 341.4 + 157.5 
(78 — 694) (102 — 1056) 
310.8 + 114.5 1924.7 + 691.9 
TA98 2- anthramine (2 
ARR ES (124 — 800) (278 — 4016) 
779.8 + 210.4 1977.3 + 724. 
TA100 9.8 0 977.3 5 
(336 — 1616) (640 — 4352) 
1224.3 + 282.0 1090.1 + 249.2 
TA102 B ène (2 
enzo(a)pyrène (2) (512 — 2336) (560 — 1952) 


Annexe V : Témoins historiques du test des micronoyaux in vitro (en microméthode) sur 


cellules lymphoblastoïdes humaines TK6. 


Résultats des essais effectués au laboratoire avec le témoin négatif et le témoin positif (20 études 


de Janvier 2018 - Décembre 2018). 


Nombre de cellules micronucléées par 2000 cellules mononucléées 
Sans activation métabolique ne en 
métabolique 
S- 3h /+24h S- 27h /+0h S+ 3h /+24h 
Contrôle | Mitomycine C | Contrôle | Mitomycine C | Griséofulvine | Contrôle | Cyclophos- 
négatif 0,5 ug/ml négatif 0,2 ug/ml 5 ug/ml négatif phamide 
5 ug/nl 
Moyenne 5,1 161,6 4,8 152,5 58,7 3,6 58,9 
Ecart-type | 2,26 53,79 1,81 61,26 14,94 1,85 17,59 
Minimum | 1 68 2 37 37 1 33 
Maximum | 9 240 8 270 83 8,5 92 
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Annexe VI : Pourcentages d’ADN dans la queue de la comète obtenus lors du test de comètes 


avec les extraits héxaniques. 


D % d’ADN dans la queue de la comète 
Extraits héxaniques nu 
(ug/ml) 4h 24h 
C- 20,3 14,63 
> C+ 25,22 23,95 
ie fabriqué en 25 20.77 18.59 
50 22,74 16,6 
100 213 17,68 
C- 20,3 14,27 
C+ 22,1 26,47 
Corned-beef importé 25 25,22 18,23 
50 20 16,1 
100 20,38 18,7 
C- 12,22 14,79 
C+ 19,16 20,88 
Saucisson salami du bœuf | 25 19,61 13,84 
50 17,75 20,04 
100 12,93 12,58 
C- 21,3 18,11 
C+ 20,9 25,1 
K-chir 25 15,6 16,6 
50 20,9 20,1 
100 16,5 19,7 
C- 14,95 22,21 
C+ 26,92 29,13 
Rôti de poulet fumé 25 22,23 22,27 
50 15,36 21,91 
100 22,75 26,24 
C- 14,95 21,68 
C+ 26,92 25,98 
Rôti de bœuf cuit fumé 25 24,06 14,32 
50 25,87 15,90 
100 24,31 14,66 
C- 14,96 21,68 
C+ 26,92 30,10 
Chawarma de poulet 25 24,01 27,31 
50 23,31 27,31 
100 28,94 28,71 
C- 19,49 14,4 
C+ 21,56 26,47 
Jambon de bœuf 25 24,07 17,96 
50 24,64 20,17 
100 23,73 14,06 
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Annexe VII : Pourcentages d’ADN dans la queue de la comète obtenus lors du test de comètes 


avec les extraits méthanoliques. 


D % d'ADN dans la queue de la comète 
Extraits méthanoliques vs 
(ug/ml) 4h 24h 
C- 13,52 16,72 
C+ 27,18 30,57 
Saucisson salami du bœuf | 125 24,36 23,93 
250 17,40 21,22 
500 23,83 17,20 
C- 17,32 17,22 
C+ 39,33 34,30 
Rôti de poulet fumé 125 15,57 26,53 
250 15,86 [7,52 
500 16,35 18,79 
C- 20,62 21,38 
C+ 32,11 36,93 
Rôti de bœuf cuit fumé 125 20,61 20,37 
250 18,97 26,52 
500 21,76 23,87 
C- 21,47 14,52 
C+ 25,98 30,13 
Chawarma de poulet 125 17,12 17,46 
250 12,96 17,53 
500 15,19 18,79 
C- 14,08 21,38 
C+ 26,13 33,34 
Jambon de bœuf 125 13,39 25,31 
250 21,57 22,50 
500 18,51 21.71 
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ARTICLEINFO ABSTRACT 


Keywords: Processed meat products are presumptive sources of mutagens and genotoxins for consumers. Several epide- 
Industrially processed meat miological studies have reported that these products’ high intakes have a positive link with cancer incidence. In 
Mutagenicity Algeria, industrially processed meat products are widely consumed. However, there are no earlier studies 
as involving their genotoxic activity. For this end, the current study aimed at evaluating the mutagenicity and the 


genotoxicity of some representative industrially processed meat products sold in popular supermarkets. All 
samples were extracted by established method, using both polar and non-polar solvents. The meat extracts 
mutagenicity was assessed by Ames test, using four strains of Salmonella typhimurium in the presence and 
absence of metabolic activation, and subsequently by treat and wash assay for extracts showing biologically 
significant results. The genotoxicity was determined in TK6 human lymphoblastoid cells using the in vitro 
micronucleus assay in micromethod. The results showed that all extracts analyzed induce no mutagenic activity. 
However, one of these extracts induced a biologically significant increase in the number of micronucleated cells. 
Our findings indicate the importance of the genetic damage detection for taking measures to suppress or reduce 
the exposure to harmful contaminants and encourage further research investigating genotoxic effects of indus- 
trially processed meat worldwide. 


In vitro micronucleus assay 


1. Introduction been classified the processed meat as carcinogenic to humans (Group 1; 


IARC, 2018). 


Meat is a valuable food and is an important source of protein of high 
biological value, essential amino acids, vitamins and iron (Domingo and 
Nadal, 2016). However, it is well-established that its transformation and 
preservation, by chemical and/or physical methods, have the potential 
to generate mutagenic and genotoxic agents (Ruan et al., 2014). It has 
become evident that these compounds have a high degree of correlation 
with carcinogenicity (McCann et al., 1975). Several epidemiological 
studies have also shown that there is a causal relationship between the 
consumption of meat, especially in processed form, and the appearance 
of several types of cancer notably colorectal, gastric, esophageal and 
bladder cancers (Cross et al., 2007; Deoula et al., 2019; Lippi et al. 
2016). Indeed, the International Agency for Research on Cancer has 


There have been many reports regarding the mutagenic effects of 
cooking meat which is prepared by grilling, frying, boiling or broiling 
(Bjeldanes et al., 1983; Commoner et al., 1978; Nagao et al., 1977; 
Omoruyi et al., 2014; Pariza et al., 1979). However, very little attention 
has been focused on the mutagenic and genotoxic potential of indus- 
trially processed foods, particularly processed meat products. Krone and 
Iwaoka (1984) reported for the first time the mutagenic activity of some 
commercially canned meats like corned-beef, beef broth and roast beef. 
Study in Finland by Omoruyi and Pohjanvirta (2014) showed also that 
industrially processed, cold-smoked beef, smoked chicken and grilled 
turkey induce mutagenic activity in Ames test with the TA 100 Salmo- 
nella typhimurium strain with and without metabolic activation. 
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Therefore, these products appear to be a probable important source of 
mutagens. In Algeria, the low production and high prices of meats lead a 
large majority of consumers to move towards the consumption of 
industrially processed meat products, which may constitute a risk for 
human health (Chikhi and Bencharif, 2016). The fact of the high con- 
sumption of these products available in various flavors and low cost 
when compared to raw meats, emphasizes the importance of investi- 
gating their mutagenic and genotoxic activity. Furthermore, food ad- 
ditives like coloring agents, flavoring agents and preservatives might be 
the potential cause of genotoxicity (Nepalia et al., 2018). On the other 
hand, the processing/cooking methods of meat such as smoking, roast- 
ing and grilling might also be responsible for genotoxic compounds 
formation. Among these genotoxic compounds, polycyclic aromatic 
hydrocarbons and heterocyclic aromatic amines which are produced at 
high and mild cooking temperatures, respectively (Sanz-Serrano et al., 
2020). 

Even though mutagen substances may appear during household 
cooking, the consumers can reduce their formation using lower tem- 
perature methods like steaming, boiling or microwave heating. While, 
this opportunity is not available to the consumers of industrially pro- 
cessed meat products (Krone and Iwaoka, 1987). Hence, if these final 
products exhibit any genotoxic activity, they can cause deleterious ef- 
fects for consumers. 

In this context, the present study aimed at evaluating the potential 
mutagenic and genotoxic effects of polar and non-polar extracts of some 
industrially processed meat products currently available in Algerian 
supermarkets using the Ames test on four S. typhimurium strains together 
with complementary test “treat and wash test” and the in vitro micro- 
nucleus test on the TK6 human lymphoblastoid cell line, respectively. 


2. Materials and methods 
2.1. Chemicals 


Chemicals used in this study were purchased from the following 
suppliers: dimethyl sulfoxide (DMSO) from Acros Organics (Noisy le 
Grand, France); RPMI 1640 medium, horse serum, non-essential amino 
acids and phosphate-buffered saline (PBS) from GIBCO Invitrogen SARL 
(Cergy-Pontoise, France); distilled water from Fresenius (Bad Homburg, 
Germany); HCI, 1-glutamine, Na2HPO4, absolute ethanol and 2-nitro- 
fluorene from Merck (Darmstadt, Germany); acetic acid, NaH2PO4 and 
M£gCl2 from Merck VWR (Fontenay-sous-Bois, France); oxoid nutrient 
broth N 2 and Agar from Oxoid (Basingstoke, United Kingdom); glucose- 
6-phosphate and NADP from Roche (Mannheim, Germany); sodium bi- 
carbonate, L-histidine, biotin, Giemsa stain, sodium pyruvate, penicillin, 
streptomycin, pluronic acid, KCI, NaCI, amphotericin B, 3-[4,5-dime- 
thylthiazol- 2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), benzola] 
pyrene, cyclophosphamide, sodium azide, 9-amino-acridine, griseo- 
fulvin and mitomycin C from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 
France); 2-anthramine and 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO) from 
Sigma-Aldrich GmbH (Stein-heim, Germany). 


2.2. Metabolic activation system 


After enzymatic induction with Arochlor 1254, rat liver S9 was 
prepared according to Ames et al. (1975) and Maron and Ames (1983). 

In the bacterial mutation assay, one mL of S9-mix contained 0.1 mL 
of S9, 0.02 mL of MgCl (0.4 M), 0.02 mL of KCI (1.65 M), 0.5 mL of 
phosphate buffer (0.2 M, PH 7.4), 0.04 mL of NADP (0.1 M), 0.005 mL of 
glucose-6-phosphate (1 M) and 0.315 mL of distilled water. 

In the in vitro micronucleus assay, one mL of S9-mix contained 0.4 mL 
of S9, 0.2 mL of KCI (150 mM), 0.2 mL of NADP (25 mg/mL) and 0.2 mL 
of glucose-6-phosphate (180 mg/mL). Except S9, all co-factors were 
filtered through a 0.45 um sterilizing membrane before use. S9-mix was 
used under a volume of 5%, for a final S9 concentration of 2%. 
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Table 1 
Packaging and ingredients of industrially processed meat products. 


Meat products Packaging Ingredients 


Corned-beef Canned 


made in Algeria 


Frozen ground beef, salt, nitrite (0.6% sodium 
nitrite), food additives: gelling agent 
(carrageenan), stabilizers (sodium Di, Tri and 
polyphosphate) 2000 mg/Kg. 
Imported corned- Canned Beef, cereals, salt, sugar and preservative INS 
beef 250. 
Salami Vacuum- Beef, water, corn starch, nitrite salt (sodium 
packed nitrite), spices, table salt, dextrose, food 
additives: stabilizer (sodium polyphosphate), 
preservatives (sodium acetate and sodium 
diacetate), coloring agent (Allura red AC), 
flavor enhancer (monosodium glutamate, 
disodium guanilate, disodium inosinate), 
acidifier (citric acid), antioxidant (sodium 
lactate, ascorbic acid), anti-caking agent 
(silicon dioxide). 
Chicken meat, water, corn starch, green olive, 
vegetable oil, beet, nitrite salt (0.6% sodium 
nitrite), soy protein, flavor extract (Di and Tri 
phosphate, monosodium glutamate, dextrose, 
soy, spices, sodium erythorbate, citric acid, 
onions), food additives: stabilizer (sodium 
polyphosphate 2000 mg/Kg), antioxidants 
(sodium citrate), Color (Allura red AC 25 mg/ 
Kg). 
Chicken escalope, mechanically separated 
chicken, potato starch, corn starch, mixed 
spices, nitrite salt, food additives: stabilizers 
NS 451 i, INS 450 i), acidifiers (INS 325, INS 
330). 
Fresh beef, salt, water, spice blend, food 
additives: stabilizer (sodium diphosphate). 
Chicken meat, water, corn starch, nitrite salt 
(sodium nitrite), spices, table salt, dextrose, 
food additives: stabilizer (sodium 
polyphosphate), preservative (sodium acetate 
and sodium diacetate), flavor enhancer 
(monosodium glutamate, disodium guanilate, 
disodium inosinate), acidifier (citric acid), 
antioxidant (sodium lactate, ascorbic acid), 
anti-caking agent (silicon dioxide). 
Beef, vegetable protein, edible oil, potato 
starch, mix of spices, herbs, stabilizer E450 AC, 
food coloring E120, beef flavoring. 


K-chir Vacuum- 
packed 


Vacuum- 
packed 


Smoked roast 
chicken 


Smoked roast Vacuum- 
beef packed 
Chicken Vacuum- 
chawarma packed 


Vacuum- 
packed 


Beef jambon 


2.3. Sampling 


A total of eight industrially processed meat products (corned-beef 
made in Algeria, imported corned-beef, salami, K-chir, smoked roast 
chicken, smoked roast beef, chicken chawarma and beef jambon) were 
purchased from a popular supermarket in Algeria. All these products are 
directly consumed, without any cooking process. In this study, one batch 
per product was analyzed. The ingredients and packaging of each 
product are listed in the Table 1. We carefully confirmed that all meat 
products were extracted before the expiry date revealed on the 
packages. 


2.4. Sample preparation 


Industrially processed meat samples were extracted in the non-polar 
phase by using n-hexane and in the polar phase by using methanol 
(Sharif et al., 2008; Takahashi et al., 1979). Each sample (about 200 g) 
was minced and then extracted with 800 mL of methanol or n-hexane. 
The mixture was left on stirring overnight at room temperature. Then it 
was separated by centrifugation at 3000 rpm for 15 min, followed by 
double filtration through Whatman No. 1 filter paper. This procedure 
was repeated twice with 400 mL of the same solvents. The filtrates were 
pooled and evaporated using a rotary evaporator. Hexane extracts were 
reconstituted in ethanol, while methanol extracts were reconstituted in 
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DMSO for in vitro analyses. 


2.5. Bacterial mutagenicity assays 


The mutagenic activity of meat extracts was evaluated initially by 
the standard plate incorporation assay. Extracts showing a significant 
outcome in this assay were subjected to treat-and-wash assay to check to 
what degree a release of histidine, peptides and/or proteins from the 
sample contributed to the result. 


2.5.1. Standard plate incorporation assay 

The standard plate incorporation assay, with and without metabolic 
activation, was performed using the histidine-requiring S. typhimurium 
strains as described by Ames et al. (1975), Maron and Ames (1983) and 
OECD Guideline No.471 (OECD, 1997) except that 4 strains were used 
instead of 5 (TA1537, TA98, TA100 and TA102). The tester strains were 
grown in Oxoid nutrient broth No. 2 at 37 °C, with shaking (120 rpm), 
for 12-13 h to obtain a final concentration of 1-2.10° cells/mL. Without 
metabolic activation, a 0.1 mL aliquot of this fresh culture and 0.1 mL of 
the test substance were successively added to 2 mL of molten top agar 
containing 10% of 0.5 mM biotin/histidine solution. This mixture was 
then agitated and poured on glucose minimal agar plates. The Plates 
were incubated for 48 h at 37 °C. The method with metabolic activation 
was the same except that immediately before spreading in the plates, 
0.5 mL of the S9-mix was added in top agar, ie. 2% of S9 in final 
concentration. 

Five different doses of the meat extracts were tested: 50, 150, 500, 
1500 and 5000 ug per plate for methanol extracts, ie. up to the rec- 
ommended dose and 10, 30, 100, 300 and 1000 lg per plate for n-hexane 
extracts. The top dose was limited by the solubility of the extracts in the 
solvent. DMSO or ethanol was used as negative controls for all strains. 
Positive controls were assayed concurrently [without S9-mix:9-amino- 
acridine (50 ug/plate) for TA1537, 2-nitrofluorene (2 ug/plate) for 
TA98, sodium azide (1 ug/plate) for TA100, mitomycin C (0.125 ug/ 
plate) for TA102; with S9-mix: 2-anthramine (2 ug/plate) for TA1537, 
TA98 and TA100 and benzo[alpyrene (2 ug/plate) for TA1021. Tripli- 
cate plates were used for the test samples and positive controls, while 
sextuplicate plates for negative controls. Histidine-revertant colonies 
were counted 48 h after treatment. A response is considered positive in 
the assay if a dose-response relationship is observed on three consecu- 
tive doses with, for the highest increase, an induction ratio greater than 
or equal to 2 (TA98, TA100 and TA102) or 3 (TA1537) (Mortelmans and 
Zeiger, 2000). In parallel, data were analyzed by means of Dunnett’s 
method (Mahon et al., 1989) allowing the comparison of the values for 
each dose with the values for the corresponding negative control. 


2.5.2. Treat-and-wash assay 

The treat and wash assay was conducted according to the method 
described by Thompson et al. (2005). The following were successively 
added to a sterile 15 mL tube: 0.05 mL of bacterial culture, 0.5 mL of S9- 
mix or phosphate buffer and 0.05 mL of sample extract dilution. This 
mixture was incubated for 90 min at +37 °C with stirring. Then, 15 mL 
of a wash solution of Oxoid No. 2 nutrient broth in phosphate buffered 
saline (1:7 v/v) were added and the washed bacteria were collected by 
centrifugation at 3000 rpm for 30 min. All but approximately 0.7 mL of 
the supernatant was removed and discarded, and the bacteria were 
resuspended in the residual supernatant prior to plating via top agar. 


2.6. In vitro micronucleus assay in micromethod 


The in vitro micronucleus assay in micromethod was carried out as 
previously detailed by Nesslany and Marzin (1999) except that TK6 
human lymphoblastoid cells were used instead of L5178Y mouse lym- 
phoma cells. 
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2.6.1. Cells 

The TK6 human lymphoblastoid cell line was obtained from the 
American Type Culture Collection (Rockville, USA) and has been 
described previously (Honma, 2005; Liber and Thilly, 1982; Skopek 
et al., 1978). This cell line is derived from the spleen of a patient with 
hereditary spherocytic anaemia and has a number of properties that are 
advantageous for mutagenicity and genotoxicity studies: a stable 
genome, stable spontaneous mutation frequencies, a functional p53 
protein, and the ability to grow in suspension culture. The average 
doubling time of the TK6 cells was 16-18 h. 


2.6.2. Cell culture 

The TK6 human lymphoblastoid cells were cultured in RPMI 1640 
growth medium (RPMI 0), which was supplemented with 10% (v/v) 
heat-inactivated horse serum, 2 mg/mL sodium bicarbonate, 10 mL/L 
non-essential amino acids, 200 U/mL penicillin, 50 1g/mL streptomycin, 
2.5 ug/mL amphotericin B, 200 ug/mL r-glutamine, 200 1g/mL sodium 
pyruvate and 500 lig/mL pluronic acid (RPMI 10 medium). Cells were 
maintained in tissue-culture flasks at 37 °C in a humidified atmosphere 
containing 5% CO: for 24 h. 


2.6.3. Cell treatment 

Exponentially growing TK6 cells, at a density of 6.10° cells/mL,, were 
treated in 96-well microplates with different doses of the sample ex- 
tracts. Each treatment was conducted in duplicate and was coupled to 
cytotoxicity assessment. Three types of treatment were performed: 


a) In the first treatment, the cells were treated in the presence of 
metabolic activation for 3 h followed by a recovery period of 24h 
(+S9, 3 h/+24 h). 

b) In the second, the cells were treated without metabolic activation for 
3 h followed by recovery period of 24 h (—S9, 3 h/+24 h). 

c) In the last one, the cells were continuously treated without metabolic 
activation for 27 h and were harvested immediately (—S9, 27 h/+ 0 
b). 


At the end of each treatment or recovery period, the microplates 
were centrifuged for 6 min at 1000 rpm. The cells were washed (180 ll, 
RPMI 0 culture medium +0.1% pluronic acid), gently resuspended and 
centrifuged. The cells were then treated for 4 min with 150 yl of hy- 
potonic solution (RPMI O diluted 1:1, v/v in distilled water +0.1% 
pluronic acid) and pre-fixed by adding 50 ul of cold Carnoy's fixative 
(absolute ethanol/acetic acid, 3:1, v/v). After centrifugation, the cells 
were fixed with 150 yl of Carnoy's fixative for at least 10 min at room 
temperature, then 24 h at 4 °C. Subsequently, the cells were re- 
suspended, dropped onto clean glass slides and dried at room temper- 
ature at least overnight. Finally, air- dried slides were stained for 10 min 
With 2% Giemsa aqueous solution, rinsed with distilled water and dried 
at room temperature. Positive controls [without S9-mix: mitomycin C at 
0.5 ug/mL (3 h/ + 24 h treatment), mitomycin C at 0.2 ug/mL and 
griseofulvin at 5 1g/mL (27 h/ + O h treatment); with S9-mix: cyclo- 
phosphamide at 5 1g/mL] were included in each corresponding treat- 
ment schedule. Micronuclei were counted in at least 2000 intact 
mononucleated cells for the three retained doses (1000 mononucleated 
cells per slide) at 500 x magnification. The identification of micronuclei 
was conducted according to previously described by Miller et al. (1995). 
The statistical significance of differences between doses was determined 
using the CHI2-test. Differences were considered statistically significant 
p < 0.05). A product is classified as genotoxic to TK6 cells if at least one 
of the test concentrations exhibits a statistically significant increase 
compared with the concurrent negative control, the increase is dose- 
related in at least one experimental condition when evaluated with an 
appropriate trend test and any of the results are outside the distribution 
of the historical negative control data. 
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Table 2 


Mutagenic activity of methanol extracts of industrially processed meat products. 
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Methanol extracts Doses l1g/ Number of revertant colonies (Mean + standard deviation (SD)) 
pee TA1537 TA98 TA100 TA102 
0 0 0 0 0 0 0 0 
Corned-beef made in 0° 10.3 + 2.3 14.5 + 6.2 32.0 + 3.2 35.0 + 5.3 103.0 + 10.7 85.5 + 9.6 203.3 + 48.7 226.3 + 39.7 
Algeria 50 8.7 + 3.8 9.7 +3.1 28.0 + 6.6 33.3 + 2.9 106.0 + 10.8 76.3 + 6.0 234.7 + 11.4 399.3 + 8.3* 
150 13.7 + 3.1 13.3 + 6.7 24.3 + 6.5 39.0 + 2.0 112.0 + 17.5 90.0 + 6.0 250.3 + 24 420.0 + 
68.1* 
500 10.7 + 2.5 10.0 + 5.3 47.3 + 15.9 46.7 + 4.6 126.3 + 15.5 94.3 +11.1 335.7 + 22.9* 400.7 + 98* 
1500 14.0 + 4.4 14.7 +7.6 41.3 + 3.8 58.3 + 12.9* 175.7 € 137.0 + 28.4 342.0 + 44.5* 422.0 + 
16.1* 39.9* 
5000 ov ov ov ov 185.3 + 152.7 + 55.1° ov ov 
30.1* 
Positive control è 484 + 236.7 + 274.7 + 1658.7 + 874.7 + 1461.3 + 1394.7 + 528.0 + 
144.3 13,3* 25.8* 247.1* 208.7* 219.7 552.1* A7.1% 
Imported corned-beef 0° 9.0 + 2.4 6.7 + 2.5 14.8 + 2.1 22.7 + 4.9 106.5 + 6.8 89.8 + 7.1 156.0 + 16.6 167.8 + 36.9 
50 10.7 + 5.0 5.3 + 2.1 13.7 + 2.9 24.0 + 4.6 112.7 27,5 106.7 + 7.4 162.7 + 3.1 238.7 + 68.2 
150 10.7 +3.1 5.0 + 1.0 15.0 + 1.7 21.0 + 4.6 96.3 + 1.5 103.0 + 11.1 146.0 + 14.0 219.3 + 38.2 
500 6.3 + 1.2 5.3 + 2.9 13.0 + 2.6 24.3 + 2.1 94.0 + 12.3 93.7 + 9.6 134.7 + 17.2 270.7 + 
45.0* 
1500 3.3 + 0.6 4.0 +1.7 21.0 + 4.6 27.0 + 2.0 81.0 + 8.7* 101.7 + 11.4 164.0 + 26.2 332.0 + 2.0* 
5000 S7 ETS 9.0 + 5.0 17.3:+45,5 46.0 + 1.7* 86.0 + 1.7 145.3 + 3.1 81.7 + 5.8 390.0 + 
22.7* 
Positive control Le 290.7 + 326.7 + 482.7 + 1536.0 + 302.7 + 1509.3 + 960.0 + 69.7 725.3 + 
97.2* 137.2° 24.4* 84.7* 54.5* 33.3* 128.3* 
Salami 0° 10.5 + 2.4 13.5 + 4.0 24.3 + 6.1 23.8 + 9.2 99.2 + 13.1 91.0 + 12.0 194.5 + 25.6 223.0 + 31.3 
50 11,7 € 1.2 15,7 + 3.2 22.7 + 4.7 25.3 + 1.5 97.7 + 4.0 106.3 + 9.6 230.0 + 55.2 263.0 + 19.5 
150 11.0 + 5.3 16.7 + 2.3 28.3 + 3.1 29.0 + 4.4 106.3 + 10.8 107.7 + 6.7 277.3 + 9.0 415.3 + 
17.2* 
500 9.0 + 2.6 13.7 + 3.1 29.0 + 3.6 25.3 + 3.5 112.7 + 4.9 103.7 + 5.0 376.0 + 45.7° 386.0 + 
25.0* 
1500 10.0 + 5.3 12.3 + 4.0 29.0 + 3.6 33.0 + 1.7 129.0 + 7.2* 125.3 + 13.8° 364.7 + 44.4° 470.7 + 
68.9* 
5000 8.3 + 2.5 13,7 +55 28.0 + 6.1 34.3 + 6.7 217.3 + 129.7 + 8.0 ov ov 
16.9* 
Positive control È 316.7 + 204.7 + 271.3 + 2650.7 + 561.3 + 2800.0 + 874.7 + 869.3 + 
80.8* 24.2* 26.4* 547.8 74.3* 688.0 124.0* 203.9* 
K-chir 0° 10.5 + 2.4 13.5 + 4.0 24.3 + 6.1 23.8 + 9.2 99.2 + 13.1 91.0 + 12.0 194.5 + 25.6 223.0 + 31.3 
50 9.7 + 4.0 17.0 + 5.6 19.3 + 4.9 31.0 + 6.2 104.0 + 15.1 96.0 + 19.2 214.7 + 18.6 285.3 + 14.5 
150 8.7 + 2.1 20.3 + 5.5 17.7 +3.1 20.3 + 6.4 92.7 + 6.7 92.3 + 11.2 271.3 + 23.9 273.3 + 44.1 
500 8.0 + 1.7 113225 19.5 + 2.1 19.7 + 6.4 99.3 + 20.4 113.3 + 8.5 267.3 + 30.7 313.3 + 12.2 
1500 7.3 +1.5 10.0 + 4.4 18.3 + 4.0 22.7 + 4.0 79.0 + 9.5 93.3 + 8.1 324.0 + 51.4* 366.7 + 
71.8* 
5000 14.0 + 1.0 10.7 + 6.7 18.0 + 1.7 22.7 + 4.0 109.0 + 21.9 110.7 + 21.2 352.0 + 45.0* 387.3 + 
32.9* 
Positive control » 316.7 + 204.7 + 271.3 + 2650.7 + 561.3 + 2800.0 + 874.7 + 869.3 + 
80.8* 24.2* 26.4* 547.8 74.3* 688.0 124.0* 203.9* 
Smoked roast chicken 0° 5.7 + 1.6 5.8 + 2.9 12.8 + 3.9 22.8 + 1.8 92.3 + 9.0 92.8 + 14.4 150.7 + 16.5 157,2 + 13,8 
50 4.7 + 0.6 7.7 +1.2 13,3:€ 1:5 17.7 + 0.6 76.7 + 9.0 95.7 + 2.9 139.3 + 17.2 171,3 + 15,8 
150 6.7 +2.1 9.7 +5.5 12.0 + 5.3 25.0 + 7.8 87.0 + 8.5 82.0 + 10.4 122.7 + 7.6 215,3 + 36,5 
500 4.3 + 2.1 5.3 + 1.2 11.0 + 6.1 27.7 + 2.9 87.7 + 10.2 103.7 + 5.5 144.7 + 25.5 228,3 + 
24,8* 
1500 972.1 6.7 + 4.9 177 € 15 30.7 + 3.8 88.7 + 2.5 100.3 + 4.7 182.0 + 15.1 281,0 + 
36,0* 
5000 9.3 +4.7 9,7 23,1 16.7 +7.1 31.3 + 10.1 123.3 + 8.4* 160.7 + 19.4* 161.3 + 34.8 304,0 + 
25,0* 
Positive control L 354.0 + 210.7 + 256.0 + 1882.7 + 392.7 + 2805.3 + 1040.0 + 386,7 + 
83.2* 28.0* 49.2* 24.4* 41.7* 64.7* 264.4* 143,6* 
Smoked roast beef 0° 10.2 + 2.9 16.0 + 1.7 26.8 + 4.6 39.8 + 3.0 98.0 + 8.3 85.8 + 13.4 183.7 + 37.8 230.3 + 50.7 
50 9.0 + 6.1 15.7 + 4.5 21.7 + 4.0 33.7 + 6.8 102.0 + 9.8 94.3 + 14.3 220.7 + 45.0 291.3 + 38.1 
150 10.7 + 3.5 17.0 + 6.0 28.3 + 6.1 37.7 + 2.1 125.3 + 3.1* 109.3 + 8.5 251.3 + 41.3 393.3 + 
41.0* 
500 11.3: 42.1 15.0 + 4.4 26.3 + 4.2 38.3 + 4.0 110.7 + 8.1 114.3 + 42 248.7 + 41.1 398.7 + 
16.0* 
1500 10.3 + 4.0 17.3 + 3.5 22.0 + 4.4 38.0 + 5.3 99.3 + 6.5 114.0 + 10.0 356.0 + 12.0* 430.0 + 
44.5* 
5000 12.7 +15 123+1:5 35.5 + 10.6 39.3 + 4.0 118.0 + 1.7* 130.3 + 15.5* 336.7 + 29.1* 447.3 + 
76.8* 
Positive control , 609.7 + 320.0 + 501.3 + 1488.0 + 661.3 + 2501.3 + 1085.3 + 516.0 + 
112.1 83.8* 30.3° 226.8 33,3* 563.7* 266.6* 34.2* 
Chicken chawarma 0° 7.0 + 2.3 8.5 + 4.3 16.3 + 4.4 27.5 + 1.9 89.0 + 5.6 84.3 + 6.7 164.7 + 36.1 185.0 + 26.2 
50 6.7 +2.1 7.7 +12 15.0 + 6.0 21.0 + 3.5 124.0 + 84.0 + 10.0 212.7 + 26.4 183.3 + 52.6 
15.1* 
150 5,7:+42,1 9.0 + 5.0 14.0 + 5.6 23.7 + 5.9 88.7 + 9.2 110.7 + 19.2 218.0 + 37.4 236.7 + 32.4 
500 7.3 + 1.2 3.7 +2.1 19.0 + 3.5 23.0 + 4.4 92.0 + 12.5 102.7 + 19.7 256.7 + 42.9* 233.3 + 19.0 


(continued on next page) 
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Table 2 (continued) 
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Methanol extracts Doses u1g/ Number of revertant colonies (Mean + standard deviation (SD)) 
plate 
TA1537 TA98 TA100 TA102 
0 0 0 0 0 0 0 0 
1500 11.3 + 3.1 7.0 + 1.7 15.0 + 5.2 32.0 + 8.5 144.0 + 113.3 + 5.0 322.7 + 27.6* 287.3 - 
10.6* 18.1* 
5000 7.7 5.1 5.7 +1.5 21.3 + 3.8 36.3 + 9.9 154.7 + 170.7 + 24.0* 384.0 + 33.4* 312.0 - 
28.4* 30.2* 
Positive control p 542.7 + 235.3 + 245.3 + 2378.7 + 432.0 + 2741.3 + 546.7 + 56.9* 477.3 + 
69.9* 28.9* 53.7* 536.7 34.9* 320.5* 56.9* 
Beef jambon 0° 10.2 + 2.9 16.0 + 1.7 26.8 + 4.6 39.8 + 3.0 98.0 + 8.3 85.8 + 13.4 183.7 + 37.8 230.3 + 50.7 
50 12.3 + 1.5 13.0 + 1.7 27.3 +5.7 47.0 + 3.6 100.7 + 9.1 94.3 + 22.2 163.3 + 3.1 202.7 + 6.1 
150 12.3 + 4.7 14.7 +5.1 30.3 + 6.1 44.3 + 12.3 127.3 + 8.1 108.0 + 9.6 207.3 + 26.6 282.7 + 14.2 
500 6.3 + 3.2 12.7 + 3.2 35.3 + 6.8 47.0 + 7.0 109.3 + 6.7 117.3 + 14.8 261.3 + 44.4 287.3 + 15.5 
1500 13.3 + 3.1 14.0 + 2.6 36.3 + 2.5 49.3 + 9.8 113.7 + 8.1 110.0 + 7.5 254.7 + 30.3 357:8ÆE 
23.2* 
5000 12.0 + 2.6 13.7 + 4.0 47.0 + 58.0 + 14.7 157.0 + 145.3 + 11.8* 212.7 + 21.2 402.7 + 
10.6* 20.7* 11.0* 
Positive control Li 609.7 + 320.0 + 501.3 + 1488.0 + 661.3 + 2501.3 + 1085.3 + 516.0 + 
112;:1* 83.8: 30.3* 226.8* 33.3* 563.7* 266.6* 34.2* 


* DMSO; ov: Overgrown revertants; <FX>: Biologically significant. 


 Statistically significant difference compared with the negative control (p < 0.01); 
b TA100 (— S9): Sodium azide (1); TA1537 (— S9): 9-amino-acridine (50); TA98 (— S9): 2-nitrofluorene (2); TA102 (— S9): Mitomycin C (0.125). TA1537, TA98, 


TA100 (+ S9): 2-anthramine (2); TA102 (+ S9): benzo(a)pyrene (2). 


2.6.4. Cytotoxicity assay 

The Cytotoxicity was evaluated using a 3-[4,5-dimethylthiazol- 2- 
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromid colometric method (Borenfreund 
et al., 1988). Metabolically active mitochondrial dehydrogenases 
convert the tetrazolium salt MTT to insoluble purple colored formazan 
crystals. The extent of formazan formed is proportional to cell viability. 
After the treatment, cells were centrifuged, washed with RPMI 0 and the 
MTT solution (5 mg/mL in Dulbecco medium without phenol-red) was 
added to each well in a volume of 100 ul. Plates were then incubated for 
an additional 2 h at 37 °C in the dark. Thereafter, MTT solution was 
discarded and 100 lil of HCI/isopropanol solution (1:11.5, v/v) was 
added in order to dissolve the formazan products. Culture plates were 
gently shaken for 15 min. Finally, the absorbance was read at 550 and 
620 nm using a spectrophotometer microplate reader (Thermo Labsys- 
tems, USA). To exclude cytotoxicity as a confounding factor, the cell 
viability should be equal or more than 55 + 5%. At least six doses were 
retained for genotoxicity assay. 


3. Results 
3.1. Standard plate incorporation assay 


The mutagenic activity of polar and non-polar extracts of industrially 
processed meat products, expressed as the number of revertant colonies 
per plate, is presented in Tables 2 and 3. 

For corned-beef made in Algeria and beef jambon extracts, methanol 
and n-hexane extracts induced no biologically significant changes in the 
mean number of revertants (induction ratio higher than 2) in the four 
S. typhimurium strains TA1537, TA98, TA100 and TA102, either in the 
absence or in the presence of metabolic activation system. In contrast, a 
statistically significant increases in the mean number of revertants were 
noted for methanol extracts in TA98, TA100 and TA102 strains in the 
absence and/or presence of S9 fraction and for hexane extracts in TA102 
strain in the presence of S9 fraction. 

The methanol extract of imported corned-beef induced a biologically 
and statistically significant increases in the mean number of revertants 
in strain TA98 at the highest dose of 5000 ug/plate, and in strain TA102 
at the two highest doses of 1500 and 5000 ug/plate in the presence of S9, 
and a statistically but not biologically significant increases in strains 
TA100 and TA102 in the absence and presence of S9. As for hexane 
extract, in strain TA102, a statistically significant response was observed 
at the dose of 300 ug/plate in the absence of S9. 


For salami extracts, the methanol extract induced also a biologically 
and statistically significant increases in the mean number of revertants 
in strain TA100 at the dose of 5000 ug/plate in the absence of S9 and in 
strain TA102 at the dose of 1500 lig/plate in the presence of S9. 
Furthermore, a statistically but not biologically significant increases in 
the mean number of revertants were noted in TA100 and TA102 strains 
for both methanol and hexane extracts. 

For K-chir extracts, biologically significant responses were observed, 
for hexane extract, in strain TA102 at the doses of 30, 100 and 300 ug/ 
plate in the presence of metabolic activation, with a clear dose-response 
relationship. Statistically significant responses were also observed in 
strains TA100 and/or TA102 for both methanol and hexane extracts. 

For smoked roast chicken and smoked roast beef extracts, the 
methanol extracts showed statistically significant increases in the mean 
number of revertants in strains TA100 and TA102. However, for hexane 
extracts, neither a biologically nor a statistically significant increase in 
the mean number of revertants was noted in the four S.typhimurium 
strains TA1537, TA98, TA100 and TA102. 

Finally, for chicken chawarma extracts, the methanol extract showed 
biologically and statistically significant increases in the number of re- 
vertants in strains TA100 and TA102. In return, for hexane extract, a 
statistically significant increase in the mean number of revertants was 
observed in strain TA98 at the three highest doses of 100, 300 and 1000 
ug/plate in the presence of S9 fraction. 

No signals of toxicity and/or precipitation were observed during the 
test performance. 


3.2. Treat-and-wash assay 


Table 4 shows the results of the mutagenic potential using the treat- 
and-wash assay for the industrially processed meat extracts, which 
produced an induction ratio higher than 2 in the standard plate incor- 
poration assay. 

No biologically and/or statistically significant changes in the mean 
number of revertants in strain TA98 for methanol extract of imported 
corned-beef, in strains TA100 and TA102 for methanol extract of 
chicken chawarma and in strain TA100 for methanol extract of salami. 
In return, statistically but not biologically significant changes in the 
mean number of revertants were noted in strain TA102 for methanol 
extract of imported corned-beef at the two highest doses of 1500 and 
2500 ug/plate, for methanol extract of salami at the dose of 1500 uig/ 
plate and for hexane extract of K-chir at the doses of 30 and 250 lig/ 
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Table 3 
Mutagenic activity of hexane extracts of industrially processed meat products. 
Hexane extracts Doses l1g/ Number of revertant colonies (Mean + standard deviation (SD)) 
PRE TA1537 TA98 TA100 TA102 
0 0 0 0 0 0 0 0 
Corned-beef made in 0° 6.2 + 2.8 7.5 + 3.5 19.5 + 6.1 23.5 + 7.0 86.8 + 12.8 83.0 + 7.2 144.2 + 32.6 170.0 + 30.3 
Algeria 10 7:97 LA2 7.7 1.5 24.7 + 6.4 28.3 + 4.2 99.7 + 10.1 91.3 + 7.6 145.3 + 11.6 210.7 + 42.3 
30 7,7 2 8.3 + 3.1 22.7 + 3.2 30.0 + 9.8 116.3 + 4.2 85.0 + 16.1 151.3 + 11.0 264.0 + 6.9* 
100 8.3 + 3.8 6.3 + 2.5 23.0 + 3.0 30.3 +7.5 95.0 + 13.9 93.0 + 6.9 172.7 + 19.6 228.0 + 34.0 
300 5.0 + 1.7 4.7 +15 20.3 + 2.5 27.3 + 7.0 110.7 + 93.3 + 12.1 183.7 + 6.7 230.7 + 29.7 
1000 6.0 + 3.6 5.7 +15 30.3 + 4.0 81.7 + 10.2 166.3 + 38.4 221.3 + 31.6 
Positive control 5 423.3 + 330.0 + 2640.0 + 2560.7 + 857.3 + 838.7 
45.0* 35.4 267.3 393.8* 173.0* 81.2* 
Imported corned-beef 0° 8.8 + 4.5 6.7 + 0.8 24.5 + 5.0 32.5 + 6.0 76.7 + 9.5 70.2 + 9.8 81.0 + 23.5 173.7 + 38.3 
10 7.0 + 2.0 4.7 +2.1 24.3 + 0.6 22.3 +47 75.0 + 15.1 81.7 + 10.7 114.0 + 39.9 206.7 + 15.0 
30 9.3 + 3.1 5,7 42,5 17.3 + 3.8 35.3 + 6.1 77.3 + 10.2 61.3 + 5.5 149.0 + 46.1 180.7 + 35.6 
100 7.7 +2.1 6.0 + 2.0 18.3 +5.5 22.0 + 3.6 87.3 + 2.5 73.0 + 15.7 108.0 + 16.6 169.3 + 32.9 
300 8.3 + 6.0 4.0 + 3.5 19.0 + 6.1 28.0 + 6.1 86.7 + 7.6 78.7 + 5.9 166.0 + 194.7 + 27.0 
23.6* 
1000 7.7 + 2.9 6.0 + 1.7 22.7 +7.5 27.3 + 3.5 91.3 +8.1 71.7 + 4.2 150.3 + 12.2 128.7 + 20.5 
Positive control b 618.7 + 528.0 + 258.0 + 3234.3 + 661.3 + 1568.0 + 1333.3 + 738.7 + 
211.3* 42.3* 65.8* 882.1* 24.4* 112.0* 60.6* 192.1* 
Salami 0° 7.8 + 1.7 10.0 + 2.8 25.8 + 3.1 35.0 + 4.0 81.5 + 8.5 60.7 + 4.4 109.8 + 26.7 162.7 + 15.9 
10 11.0 + 4.0 8.0 + 2.0 27.3 + 6.7 26.7 + 1.5 89.7 + 3.8 69.7 + 6.7 104.7 + 9.5 204.0 + 7.2* 
30 8.0 + 2.0 13.7 + 1.2 30.0 + 3.0 26.7 + 2.1 94.7 + 3.2 77.3 + 16.0 127.3 + 19.7 234.0 + 9.2* 
100 9.3 + 3.2 8.3 + 3.5 27.3 € 3.2 27.3 + 2.1 87.3 + 15.9 86.0 + 13.5* 134.0 + 7.2 244.7 + 
33.8* 
300 8.0 + 3.0 6.0 + 2.6 32.7 + 3.1 28.3 + 2.9 85.3 + 15.5 79.3 + 13.7 125.3 + 18.1 202.7 + 10.3 
1000 9.3 + 0.6 10.0 + 3.6 24.0 + 7.9 33.3 + 3.5 95.3 + 9.1 74.7 + 0.6 96.7 + 18.9 212.7 + 
15.0* 
Positive control L 294.0 + 201.3 + 294.0 + 1098.7 + 538.0 + 1141.3 + 654.7 + 634.7 + 
80.2* 46.4* 66.8* 88.1* 53.9* 148.7* 53.7* 28.1* 
K-chir 0° 7.8 + 1.7 10.0 + 2.8 25.8 + 3.1 35.0 + 4.0 81.5 + 8.5 60.7 + 4.4 109.8 + 26.7 162.7 + 15.9 
10 9.7 + 3.8 16.7 + 3.8 32.3 + 4.6 36.0 + 1.0 95.3 + 10.0 83.3 + 7.4 125.7 + 33.5 261.3 + 61.0 
30 8.7 + 3.8 15.7 + 2.9 29.7 + 4.5 37.0 + 2.0 96.7 + 5.0 88.7 + 17.0 186.0 + 336.7 + 
14.1* 77.0* 
100 8.7 + 3.2 16.0 + 1.7 26.7 + 1.2 33.3 + 3.2 100.0 + 7.5 89.7 + 19.6 190.3 + 348.0 + 
31:1* 45.8* 
300 10.3 + 3.2 11.3 + 1.5 32.0 + 2.0 35.7 + 3.8 90.0 + 8.7 98.3 + 18.2* 211.3 + 380.0 + 
25.7* 48.9* 
1000 10.3 + 1.2 13.7 + 4.0 29.3 + 4.5 36.0 + 2.6 105.7 + 89.0 + 1.0 141.7 + 37.2 265.3 + 41.1 
9.0* 
Positive control P 294.0 + 201.3 + 294.0 + 1098.7 + 538.0 + 1141.3 + 654.7 + 634.7 + 
80.2* 46.4* 66.8* 88.1* 53.9* 148.7* 53.7* 28.1* 
Smoked roast chicken 0° 37 +12 6.7 + 2.4 17.0 + 4.5 27.3 + 6.1 84.7 + 7.5 67.3 + 14.2 90.2 + 13.1 177.7 + 26.1 
10 8.7 + 0.6 7.0 + 3.6 29.0 + 6.1 86.7 + 16.8 75.3 + 5.5 108.7 + 9.5 145.7 + 19.6 
30 9.0 + 6.6 10.7 + 4.0 29.0 + 4.6 90.0 + 10.4 93.3 + 23.2 126.0 + 23.6 226.7 + 56.0 
100 6.7 + 0.6 8.0 + 1.0 35.0 + 4.0 85.7 + 29.7 91.3 + 10.7 111.3 + 18.1 233.3 + 27.7 
300 7.3 +3.1 6.7 + 2.5 34.7 +7.5 95.3 + 4.7 85.3 + 7.5 114.7 + 18.5 247.3 + 18.1 
1000 9.7 + 0.6 7.7 + 6.0 28.7 + 8.1 80.3 + 11.2 61.7 + 24.0 93.3 + 8.1 144.7 + 64.7 
Positive control b 453.3 + 248.0 + 2848.0 + 474.7 + 1492.0 + 452.7 + 412.0 
126.0* 4.0 306.5* 18.1* 250.0* 33.2* 62.1* 
Smoked roast beef 0° 6.3 + 1.6 7.7 + 1.8 20.3 + 2.5 24.0 + 6.7 79.8 + 6.8 72.3 + 15.2 121.3 + 31.2 159.0 + 33.9 
10 5.0 + 3.0 5,7 + 2,1 27.7 + 2.3 75.7 + 13.9 122.0 + 10.6 166.7 + 18.6 
30 6.3 +2.1 5.3 + 3.8 23.0 + 1.0 72.3 + 9.5 132.0 + 13.9 210.7 + 25.3 
100 7.3 +45 5.7 + 0.6 22.7 + 5.9 70.7 + 3.5 140.0 + 27.1 190.0 + 20.0 
300 2.7 +15 7.0 + 3.0 25.7 +15 68.7 + 7.5 130.0 + 14.0 202.7 + 17.5 
1000 4.0 + 3.6 5.0 + 1.0 31.0 + 6.6 66.3 + 5.7 120.0 + 12.2 179.3 + 20.5 
Positive control ; 249.3 + 9.0 405.3 + 2240.0 + 2944.0 + 830.7 + 374.7 
52.8 284.4 461.2* 237.7* 58.0* 
Chicken chawarma 0° 3,7 +12 6.7 + 2.4 17.0 + 4.5 27.3 + 6.1 84.7 + 7.5 67.3 + 14.2 90.2 + 13.1 177.7 + 26.1 
10 5.0 + 2.0 9.0 + 1.0 21.3 + 4.0 19.7 + 1.2 95.7 + 27.2 74.7 + 16.0 98.7 + 20.4 174.0 + 22.5 
30 10.3 + 1.5* 8.7 + 2.1 21.3 + 6.4 22.0 + 3.5 99.0 + 12.3 95.0 + 4.6 116.0 + 7.2 158.0 + 19.3 
100 4.3 + 3.2 9.0 + 4.0 17.3 + 0.6 16.0 + 2.6* 84.3 + 11.2 87.3 + 10.7 111.3 + 9.0 193.3 + 7.0 
300 7.3 + 2.3 8.7 + 4.6 21.3 +9.1 15.7 + 0.6* 88.7 + 7.4 87.7 + 9.0 114.7 + 12.7 221.3 + 67.0 
1000 4.3 + 0.6 8.3 + 0.6 23.3 + 4.2 17.0 + 3.6* 95.7 + 15.6 89.0 + 22.5 60.0 + 62.5 180.7 + 6.1 
Positive control L 453.3 + 248.0 + 236.7 + 2848.0 + 474.7 + 1492.0 + 452.7 + 412.0 + 
126.0* 4.0* 51.3* 306.5* 18.1* 250.0* 33.2* 62.1* 
Beef jambon 0° 6.3 + 1.6 7.7 + 1.8 20.3 +2.5 25.7 +7.3 79.8 + 6.8 72.3 415,2 99.7 + 49.0 159.0 + 33.9 
10 8.0 + 2.6 7.3 +15 29.3 + 2.5 30.7 + 8.4 89.7 + 12.7 73.0 + 10.4 114.0 + 4.0 220.0 + 30.3 
30 5.3 +15 8.3 + 0.6 26.3 + 2.5 34.0 + 4.4 92.3 + 19.6 96.0 + 13.0 185.3 + 34.2 225.3 + 11.0 
100 7.3 + 2.5 7.0 + 3.6 22.7 + 8.6 42.7 + 7.6 110.3 + 100.3 + 5.9 188.7 + 27.3 244.7 + 
12.1 27.3* 
300 7.0 + 2.0 11.0 + 4.4 24.3 + 4.5 36.3 + 4.5 105.3 + 109.3 + 27.2 197.3 + 9.2 310.7 + 
17.6 11.0* 


(continued on next page) 
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Hexane extracts Doses 1g/ Number of revertant colonies (Mean + standard deviation (SD)) 
plate 
TA1537 TA98 TA100 TA102 
0 0 0 0 0 0 0 0 
1000 6.7 + 2.1 7.7 + 0.6 21.0 + 5.3 36.0 + 19.3 94.7 + 16.8 95.7 + 4.5 217.7 + 26.6 
Positive control L 249.3 + 9.0* 405.3 + 202.7 + 2240.0 + 348.0 + 2944.0 + 374.7 + 
52.8* 20.0* 284.4* 29.5* 461.2* 58.0* 


Ethanol; <FX>: Biologically significant. 
“ Statistically significant difference compared with the negative control; 


b TA100 (—S9): Sodium azide (1); TA1537 (—S9): 9-amino-acridine (50); TA98 (—S9): 2-nitrofluorene (2); TA102 (—S9): Mitomycin C (0.125). TA1537, TA98, 


TA100 (+ S9): 2-anthramine (2); TA102 (+ S9): benzo(a)pyrene (2). 


plate. Indeed, the data highlight clear negative results in the modified 
Ames test. Taking into account the nature of test items, it can be assumed 
that the significant effects observed in the main trials are probably due 
to the presence of amino acid (histidine), peptides and/or proteins in the 
extracts. 


3.3. In vitro micronucleus assay in micromethod 


The results of the in vitro micronucleus assay of industrially pro- 
cessed meat extracts are demonstrated in Tables 5 and 6. 

The values of the cytotoxicity calculated in TK6 human lympho- 
blastoid cells were above the limit recommended in the OECD guideline 
No. 487 (value >55 + 5%). The positive controls showed a significant 
increase (p < 0.001) in micronucleated cell frequencies in the presence 
and absence of S9-mix. 

For all methanol extracts, no significant effects on the formation of 


Table 4 


micronuclei in TK6 cells either in the presence or in the absence of 
metabolic activation were observed except a statistically significant in- 
crease in chicken chawarma methanol extract only at the lowest dose of 
125 pg/mL in the 3 h treatment followed by 24 h recovery period with 
S9 fraction. 

For hexane extracts, only the corned-beef made in Algeria in the 27 h 
continuous treatment without metabolic activation showed a biologi- 
cally significant increase in the number of micronucleated cells at the 
highest dose of 100 ug/mL, with 20 micronucleated cells/2000 mono- 
nucleated cells versus 10 for the negative control, thus it can be 
concluded that it has a weak genotoxic effect. 


4. Discussion 


Industrially processed meat products are widely consumed by the 
Algerian population especially because of their availability in various 


Number of revertants in the treat-and-wash assay generated by the different concentrations of sample extracts showing biologically significant in the standard plate 


incorporation assay. 


Sample extracts Doses l1g/plate 


Number of revertant colonies (Mean + standard deviation (SD)) 


TA98 TA100 TA102 
0 0 0 0 0 
Imported corned-beef (methanol extract) 0° 31.3 + 10.7 _ _ _ 203.7 + 46.7 
50 36.0 + 7.5 _ _- _- 172.7 + 16.8 
150 39.0 + 1.4 _- _- _- 197.3 + 30.1 
500 33.3 + 9.5 _- _- _- 277.3 + 8.1 
1500 35.3 + 5.7 _- _ _- 318.7 + 12.9* 
2500 38.0 + 6.1 _ _ _ 320.7 + 18.9* 
Positive control " 990.7 + 135.3* _ _ _ 628.0 + 58.9* 
Salami (methanol extract) 0° _ 142.0 + 6.7 _ _ 203.7 + 46.7 
50 _ 105.3 + 23.2 _- _- 226.7 + 27.0 
150 _ 144.0 + 19.7 _- _- 261.3 + 23.4 
500 _ 145.0 + 23.5 _- _- 263.3 + 31.0 
1500 _ 131.0 + 39.6 _- _ 310.7 + 21.4* 
2500 _ 122.0 + 36.4 _ _- 283.3 + 50.0 
Positive control j _ 2885.3 + 1257.9* _ _ 628.0 + 58.9* 
Chicken chawarma (methanol extract) 0° _ _ 114.5 + 15.6 208.3 + 23.6 _ 
50 _ _- 125.3 + 1.2 226.0 + 22.5 _ 
150 _- _- 131.7 + 1.5 230.0 + 16.4 _ 
500 _ _- 146.0 + 16.1 215.7 + 43.0 _- 
1500 _ _- 143.3 + 9.1 238.7 + 36.5 _ 
2500 _ _ 122.3 + 18.9 209.0 + 1.0 _- 
Positive control * _ _ 1968.0 + 180.3* 1050.7 + 73.9* _ 
K-chir (hexane extract) o° _ _ _ _ 192.3 + 24,3 
10 _ _- _- _- 218.7 + 41.2 
30 _ _- _- _- 279.3 + 14.7* 
100 _ _- _- _- 272.7 + 4.2 
200 _ _- _ _ 236.7 + 46.6 
250 _ _- _ _ 283.3 + 21.4* 
Positive control F - - - - 757.3 + 89.2* 
* DMSO. 
b Ethanol. 


* Significantly different from the negative control at p < 0.01. 


© TA98 and TA100 (-- S9): benzo (a) pyrene (15); TA100 (— S9): 4NQO (0.5); TA102 (— S9): Mitomycin C (1); TA102 (+ S9): benzo (a) pyrene (20). 
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In vitro micronucleus assay results in TK6 human lymphoblastoid cells following treatment with methanol extracts of processed meat.* 


Methanol extracts Doses ug/mL Without S9-mix 


With S9-mix 


3 h short treatment 


27 h continuous treatment 3 h short treatment with a 24 h recovery period 


with a 24 h recovery period 


without recovery period 


% RS MMNC/ % RS MMNC/ % RS MMNC/ 
2000 MNC 2000 MNC 2000 MNC 
Corned-beef made in Algeria 0 100 5 100 7 100 7 
125 93.7 3 114.2 4 96 8 
250 101.4 7 110.9 5 95.2 8 
500 106.2 6 111.4 4 96.4 11 
Imported corned-beef 0 100 5 100 7 100 7 
125 96.7 A 113.4 9 101.1 5 
250 94.7 3 110.2 12 104.2 6 
500 99.9 3 110.7 10 107.6 7. 
Salami 0 100 5 100 7 100 7 
125 97.8 3 109.9 7 99.7 7 
250 96.7 4 104.3 6 102.7 10 
500 99.9 6 109.9 12 107.4 9 
K-chir 0 100 5 100 VA 100 7 
125 103.6 4 1115 11 108.6 11 
250 98 4 102.5 4 113.9 10 
500 103.1 6 108.7 4 110.4 8 
Smoked roast chicken 0 100 9 100 5 100 5 
125 107.8 12 108.3 7 105.6 12 
250 101.8 5 108.3 9 101.3 4 
500 105.6 9 104.2 10 106.5 11 
Smoked roast beef 0 100 9 100 5 100 5 
125 101.3 4 103.2 13 107.1 3 
250 94.4 7 97.8 9 98.8 8 
500 103.8 5 103.9 7 105.6 8 
Chicken chawarma 0 100 9 100 5 100 5 
125 101.6 9 106.7 5 106.5 16 
250 97.5 3 106.2 7 105.6 4 
500 105.6 5 110.9 LI 109 8 
Beef jambon 0 100 9 100 5 100 5 
125 103.4 4 112.2 8 106.5 7 
250 94.9 6 101.5 8 96.8 12 
500 103.4 13 105.8 6 109.2 3 
Mitomycin C 0.5 64.9 105** _ _ _ _ 
Mitomycin C 0.2 _ _ 64.3 81 _ _ 
Griseofulvin 5 - - 66.8 45** - _ 
Cyclophosphamide 5 - - - - 91.4 47** 


% RS: percentage of relative survival/negative control; MMNC: micronucleated mononucleated cells; MNC: mononucleated cells; 
Threshold of statistical significance as compared with the negative control using the CHI2 test; 


© p<0.05. 
 p < 0.01. 


flavors and low cost when compared to raw meats (Chikhi and Bench- 
arif, 2016). Thus, it is very important to assure that processed meat 
products sold in popular supermarkets do not contain substances which 
might cause risk to consumers’ health. In this regard, a conceivable risk 
is the formation of mutagenic and genotoxic substances during the in- 
dustrial processing of meats. Screening studies are useful to check that 
the processes used by meat industry are sound and appropriate from this 
point of view (Omoruyi and Pohjanvirta, 2014). This study was per- 
formed to ascertain the mutagenic and genotoxic potential of industri- 
ally processed meat products. For this intention, both the Ames’ test and 
the in vitro micronucleus test were carried out to get an overall idea 
concerning the effects of these products. Interestingly, this combination 
of complementary assays allows covering genetic events possibly lead- 
ing to genotoxicity, Le. gene mutation and structural and numerical 
chromosomal aberrations. 

With regard to the Ames test, our study shows that the majority of the 
processed meat samples analyzed was non-mutagenic in standard plate 
incorporation assay in the presence and absence of metabolic activation 
using four S. typhimurium strains TA1537, TA98, TA100 and TA102. The 
scarce significant increases in the number of colonies obtained with 
some extracts (methanol extract of imported corned-beef, salami and 
chicken chawarma; hexane extract of K-chir) are not actually relevant in 


terms of mutagenicity as no such effect occurred when using the treat 
and wash methodology. Hence, their initial positive results were prob- 
ably due to a localized release of histidine, peptides or proteins from 
sample extracts which lead to false-positive results (Khandoudi et al., 
2009; Thompson et al., 2005). 

The negative results obtained from smoked roast beef and smoked 
roast chicken with Ames test may be considered as unexpected. Indeed, 
it is well-established that the polycyclic aromatic hydrocarbons and the 
heterocyclic amines are the principal mutagens formed in processed 
meat during smoking and roasting (Jägerstad and Skog, 2005). A 
possible explanation for these results is in the processing methods used 
by the industry such as cooking at low temperatures for short periods of 
time that can decrease or prevent the formation of mutagens (Knize 
et al., 1994). Omoruyi et al. (2014) have been investigated the muta- 
genicity of industrially processed foods, including processed meat, using 
a standard Ames assay, treat and wash and methylcellulose overlay as- 
says. They concluded that the true mutagenic potential of pepper salami 
remains unclear because this product exhibited mutagenic activity when 
examined in standard plate incorporation assay using TA100 strain, 
however, it was found mutagenic only in methylcellulose overlay assay, 
but not in treat and wash assay. In return, they reported that smoked 
chicken extract was mutagenic in all three assays (standard Ames assay, 
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In vitro micronucleus assay results in TK6 human lymphoblastoid cells following treatment with hexane extracts of processed meat. 


Hexane extracts Doses ug/mL Without S9-mix 


With S9-mix 


3 h short treatment 


27 h continuous treatment 3 h short treatment with a 24 h recovery period 


with a 24 h recovery period 


without recovery period 


% RS MMNC/ % RS MMNC/ % RS MMNC/ 
2000 MNC 2000 MNC 2000 MNC 
Corned-beef made in Algeria 0 100 8 100 10 100 14 
25 92.2 8 95 9 92.8 5* 
50 90.8 1 96.3 10 92.2 10 
100 93.7 11 97.2 20 103.4 12 
Imported corned-beef 0 100 8 100 10 100 14 
25 86 4 96.8 11 98.7 9 
50 93.5 13 103.2 10 104 10 
100 91.8 11 109.1 11 108 8 
Salami 0 100 8 100 10 100 14 
25 84.5 13 97.6 10 102.4 7 
50 89.8 9 98.8 10 104.8 11 
100 90.2 6 107.8 6 110.9 11 
K-chir 0 100 8 100 10 100 14 
25 89.2 4 89.9 8 105 6 
50 88.2 VA 91.9 12 102.4 4* 
100 94 8 94.3 10 116.3 5* 
Smoked roast chicken 0 100 5 100 7 100 6 
25 104.1 7 98.2 8 94.5 2 
50 102.4 7 95.4 9 99 5 
100 102.7 10 95.5 9 97.2 3 
Smoked roast beef 0 100 5 100 7 100 6 
25 99.5 10 101 11 103.5 4 
50 89 8 96.2 13 100 3 
100 104.5 10 90.5 13 105.1 3 
Chicken chawarma 0 100 5 100 7 100 6 
25 95.7 4 96.6 3 102 1 
50 96.1 4 96.6 8 103.2 12 
100 104.3 2 97.9 8 99 2 
Beef jambon 0 100 5 100 V4 100 6 
25 98.9 6 104.8 5 103.5 2 
50 92 5 97.6 3 85.7 2 
100 100.3 6 95.9 4 102 va 
Mitomycin C 0.5 60.6 87** _ _ _ _ 
Mitomycin C 0.2 - - 64.7 68** - _ 
Griseofulvin 5 - - 67.4 82** _ - 
Cyclophosphamide 5 - - - - 85.5 39** 


% RS: percentage of relative survival/negative control; MMNC: micronucleated mononucleated cells; MNC: mononucleated cells; 
Threshold of statistical significance as compared with the negative control using the CHI2 test; 


© p<0.05. 
 p < 0.01. 


treat and wash and methylcellulose overlay assays) with the TA100 
strain (with and without metabolic activation). In addition, a mutagenic 
activity has been found in corned-beef and canned roast beef (Krone and 
Iwaoka, 1984). In contrast to our outcome, the corned-beef, salami, 
smoked roast beef and smoked roast chicken were non-mutagenic. This 
difference in the results may be due to the difference in the ingredients 
and the processing methods of these products on one hand and the 
difference in the extraction methods and the range of concentrations 
assayed on the other hand. 

As no single assay is capable to detect all types of potential human 
mutations with 100% prediction or accuracy (Pathak et al., 2018), the 
complementary in vitro micronucleus assay was carried out. Indeed, 
Kirkland et al. (2011) concluded that the in vitro genotoxicity battery 
including only two tests “Ames and micronucleus” is sufficient to detect 
all relevant in vivo genotoxins and in vivo carcinogens. Moreover, the 
implementation of these 2 complementary tests is in line with the rec- 
ommendations of EFSA for food and feed safety assessment (FFSA Sci- 
entific Committee, 2011). In the present work, most of the products 
analyzed (87.5%) induced no chromosomal aberration in the presence 
or absence of S9-mix as indicated in the in vitro micronucleus assay 
performed on human lymphoblastoid TK6 cells. In return, this investi- 
gation shows that the non-polar extract of corned-beef made in Algeria 


produces a weak genotoxic effect. Due to the complexity of this extract, 
no exact identification of the agent(s) responsible for the genotoxic ac- 
tivity can be made at the present time, and the source of the genotoxicity 
will require further investigation. In the case of industrially processed 
meat products, no more data are available so far about their genotoxicity 
especially by using the micronucleus test. To the best of our knowledge, 
this is the first investigation on genotoxicity of these products using in 
vitro micronucleus assay on TK6 human lymphoblastoid cells. 

Overall, our results showed that no mutagenic potential was found 
whatever the industrially processed meat products tested except for one 
of these products that induced a weak genotoxic effect. Consequently, 
the present study demonstrates the importance of performing dietary 
monitoring of processed foods using genotoxicity tests to evaluate their 
potential harmful effects on consumers. However, further in vitro in- 
vestigations regarding the genotoxic effect of processed meat could be 
implemented on gastro-intestinal tract target cells (e.g, Human colon 
T84 or Caco-2 cells). Moreover, more investigations need to be per- 
formed with an accurate analytical approach to clear up the exact 
identity of the chemical compound(s) from complex mixture responsible 
for genotoxic activity. This task will be necessary to determine the 
sources of toxic contaminants. 
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Résumé 


Les viandes transformées sont des sources présumées d’exposition humaine aux 
composés mutagènes et génotoxiques. Plusieurs études épidémiologiques ont rapporté que les 
apports élevés de ces produits ont un lien positif avec l'incidence du cancer. En Algérie, les 
produits carnés transformés industriellement sont largement consommés en raison de leur 
disponibilité en différentes saveurs et de leur faible coût par rapport aux viandes fraîches. La 
protection du consommateur contre le risque que présente les produits carnés devient nécessaire 
et les tests de la toxicologie génétique occupent une place primordiale dans cette filière. Dans 
ce contexte, nous avons évalué la mutagénicité et la génotoxicité de huit produits carnés 


transformés commercialisés en Algérie. 


Des extraits à partir des échantillons sont obtenus par macération en utilisant un solvant 
non-polaire (n-hexane) et un solvant polaire (méthanol). La mutagénicité des extraits est 
d’abord évaluée par le test d’Ames standard, en utilisant quatre souches de Salmonella 
typhimurium (TA1537, TA98, TA100 et TA102) en présence et en absence d'activation 
métabolique, puis par le test d’Ames modifié « treat and wash assay » pour les extraits 
présentant des résultats biologiquement significatifs. Tandis que, la génotoxicité est évaluée par 
le test du micronoyau in vitro en microméthode sur des cellules lymphoblastoïdes humaines 
TK6 en présence et en absence d’activation métabolique et le test des comètes in vitro sur des 


cellules intestinales humaines Caco-2 seulement en absence d’activation métabolique. 


Les résultats du test d’ Ames ont montré que tous les extraits de viandes transformées 
analysés sont non mutagènes avec l’ensemble des souches de S. typhimurium testées et ceci en 
présence et en absence du système d’activation métabolique. Concernant le test du micronoyau, 
seul l’extrait héxanique du corned-beef fabriqué en Algérie qui montre un faible effet 
génotoxique dans le traitement long en absence d’activation métabolique. Par ailleurs, 5 


produits de viandes sur 8 analysés ont montré un effet génotoxique avec le test des comètes. 


Les résultats de la présente étude confirment que les produits de viandes transformées 
industriellement contiennent des composés génotoxiques, qui présentent donc un risque majeur 
pour la santé humaine. Aïnsi, ces tests doivent être promulgués pour une meilleure surveillance 


et une efficace protection du consommateur. 


Mots clé: Viande transformée, Test d’Ames, Test du micronoyau, Test des comètes, 


Génotoxicité-mutagénèse. 


Abstract 


Processed meats are suspected sources of human exposure to mutagenic and genotoxic 
compounds. Several epidemiological studies have reported that high intakes of these products 
have a positive link with the incidence of cancer. In Algeria, industrially processed meat 
products are widely consumed because of their availability in different flavors and their low 
cost compared to raw meats. In order to protect consumers, the safety of these products must 
be strictly assessed, in which genetic toxicology plays a vital role. In this context, we evaluated 


the mutagenicity and genotoxicity of eight processed meat products marketed in Algeria. 


Extracts from the samples were obtained by maceration using a non-polar solvent (n- 
hexane) and a polar solvent (methanol). The mutagenic potential of the meat extracts was first 
determined by the standard plate incorporation assay (Ames test), using four strains of 
Salmonella typhimurium (TA1537, TA98, TA100 et TA102) in the presence and absence of 
metabolic activation, and subsequently by a modified Ames test “treat-and-wash assay” for 
extracts showing biologically significant results. Whereas, the genotoxicity was assessed by the 
in vitro micronucleus test in micromethod on human lymphoblastoid TK6 cells in the presence 
and absence of metabolic activation and the in vitro comet test on human intestinal Caco-2 cells 


only in the absence of metabolic activation. 


The results of the Ames test showed that all the processed meat extracts analyzed were 
non-mutagenic with all S. fyphimurium strains tested, both in the absence and in the presence 
of metabolic activation. Regarding the micronucleus test, only the hexane extract of corned- 
beef produced in Algeria, which shows a weak genotoxic effect in the long treatment in the 
absence of metabolic activation. In addition, 5 out of 8 meat products analyzed showed a 


genotoxic effect in the comet test. 


The outcome of the present study confirms that industrially processed meat products 
contain genotoxic compounds, which therefore present a major risk to human health. Thus, 


these tests must be promulgated for better monitoring and effective consumer protection. 


Keywords: Processed meat, Ames test, Micronucleus test, Comet test, Genotoxicity- 


mutagenesis. 
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